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Poxvirus vectors have emerged as prominent vehicles for delivering antigens of patho-
gens to fight against prevalent animal and human diseases. Different strains of vaccinia virus 
(VACV) expressing antigens from different pathogen-causing diseases are used nowadays in 
preclinical and clinical trials against HIV, malaria, tuberculosis, leishmaniasis and also in 
cancer. The most promising vectors used in vaccination trials are the attenuated MVA and 
NYVAC strains. While those viruses do not produce virus progeny in human cells, which 
assures safety, some evidences point out that replication competent viruses with limited but 
amplified time of infection and expression of heterologous antigen could provide more im-
munogenic vaccines.
In this work we have examined the replication and immunogenic characteristics of two 
vaccinia virus (VACV) mutants: M65 and M101. These mutants were generated after serial 
passages of persistently infected Friend erythroleukemia cells (FEL). These mutant viruses 
are able to replicate in the same cell lines as the parental virus strain although replication in 
slightly diminished. Recombinant viruses expressing Photinus pyralis luciferase gene were 
generated to study replication and heterologous antigen expression in vivo. In those studies, 
the mutant virus M65-Luc showed similar replication capacity as parental VACV Western Re-
serve WR-Luc but M101-Luc showed a more restricted phenotype, comparable to MVA-Luc 
in lymph nodes and spleen; M101-Luc expression persisted longer than MVA-Luc in organs 
like ovaries or in cells of the peritoneal cavity. In intranasally infected mice the mutants 
showed different attenuation levels, and pathogenicity was strongly reduced in comparison 
with the parental WR strain.
Wide genome analysis after deep sequencing revealed that both viruses shared an iden-
tical deletion in the left end of the genome comprehending some immunomodulatory but 
mainly host range genes. The main difference between M65 and M101 genomes is a small 
deletion in the right end of the genome of M101 virus that is not present in M65 genome, 
encompassing A39R, A40R and WR208 genes. In addition, selective amino acid substitutions 
in specific viral genes were either maintained or differently introduced in the two mutants.
To further evaluate the potential of M65 and M101 as vaccine vectors against diseases, 
recombinant viruses expressing the protective Leishmania LACK antigen were generated and 
tested in heterologous DNA prime/poxvirus boost regimen for protective efficacy against 
leishmaniasis. Mice immunized in DNA prime/poxvirus boost with both vectors expressing 
the LACK antigen of Leismania infantum resulted, after challenge with Leishmania major, in 
protection or delay in the onset of cutaneus leishmaniasis.
When immune populations were analized, high quality CD4+ and CD8+ LACK-specific 
T cells were detected in adaptive immune response, at early stages postchallenge and during 
memory stages. A remarkable difference between M65 and M101 vectors is that DNA-LACK/
M65-LACK regimen preferentially induced CD4+ T cell responses, while DNA-LACK/M101-
LACK regimen preferentially induced CD8+ T cell responses.
Overall, from the replication capacity of M65 and M101 in cells of various origins and 
in mouse tissues, genome sequences, as well as from the immunogenic characteristics and 
efficacy of recombinants expressing the LACK antigen of L. infantum against leishmaniasis, 
we propose that M65 and M101 can be considered as novel VACV replication competent 
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1. Poxvirus: aspectos generales
Los poxvirus constituyen una familia de virus ADN capaces de infectar tanto vertebrados 
como invertebrados. El miembro más estudiado de esta familia es el virus vaccinia (VACV) 
(Dales & Pogo, 1981; Buller & Palumbo, 1991; Moss, 2007) pero, sin duda, el más conocido 
es el virus de la viruela humana, causante de una de las enfermedades más devastadoras que 
ha conocido el hombre a lo largo de su historia.
La familia Poxviridae engloba el grupo más grande y complejo de los virus ADN, repli-
can íntegramente en el citoplasma de la célula hospedadora, y tienen un origen evolutivo 
separado de los demás virus ADN (Strauss, 2002). Son virus con ADN de doble cadena que 
se clasifican en dos subfamilias con once géneros: ocho pertenecen a la subfamilia Chor-
dopoxvirinae, la cual infecta vertebrados (aves y mamíferos), y los tres géneros restantes a 
la subfamilia Entomopoxvirinae, que infecta invertebrados (insectos) (Espósito et al., 1977a, 
b; Li et al., 1998). En general, las especies dentro de un mismo género se diferencian por 
sus características biológicas, el rango de hospedador y su distribución geográfica (Espósito 
et al., 1977a, b).
El virus vaccinia es el prototipo de la familia Poxviridae y pertenece al género Orthopox-
virus de la familia Chordopoxvirinae. La infección en humanos es leve, con manifestaciones 
febriles y aparición de pústulas dérmicas. El VACV fue el primer virus animal visualizado al 
microscopio electrónico, crecido en cultivos celulares, purificado físicamente y analizado 
químicamente (Moss, 2007). Como veremos más adelante, la tecnología del ADN recombi-
nante permitió nuevas aplicaciones de los poxvirus en el campo de la inmunología ya que 
éstos podrían utilizarse como vectores de expresión o como vacunas vivas. Para una revisión 
en español sobre la familia Poxviridae véase el libro «Virus patógenos» (Carrasco, 2006).
2. El Virus Vaccinia (Vacv)
2.1. Estructura y Morfología
El virus vaccinia presenta dos tipos de partículas infecciosas; los viriones aislados por 
rotura celular, denominados viriones maduros (MVs), y los viriones recogidos del me-
dio de cultivo, liberados por la célula infectada sin mediar lisis que reciben el nombre 
de viriones extracelulares (EVs). Los MVs son altamente estables y se piensa que están 
involucrados en la transmisión entre huéspedes mientras que los EVs, al tener una frágil 
membrana, están especializados en transmitirse en el interior de un mismo hospedador 
(Moss, 2012). 
La combinación de criomicroscopía y tomografía electrónica permitió una resolución de 
la estructura del MV de VACV de 4-6nm (Cyrklaff y cols 2005). La reconstrucción tomográfi-
ca mostró que las partículas tenían forma de ladrillo y unas dimensiones de 360 x 270 x 250 
nm. Como se muestra en la Figura 1, las partículas estaban rodeadas de una membrana exter-
na lipídica (5-6 nm de grosor), bajo la cual se encontraron dos cuerpos laterales de material 
heterogéneo sin estructura aparente. El core presentó una cavidad interior con espirales elec-
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trodensas de presuntos complejos ADN-proteínas (Jensen et al., 1996), y esta rodeado de dos 
capas de un grosor de 18-19nm. La primera capa tiene las dimensiones de una membrana 
lipídica mientras que la capa externa es discontínua, formada por una empalizada periódica 
de proteínas ancladas en la membrana interna.
El EV presenta una envuelta lipídica adicional que envuelve al virión maduro (Essani & 
Dales, 1979; Oie & Ichihashi, 1981a, b) lo que les confiere propiedades estructurales, inmu-
nológicas y funcionales diferentes (Vanderplasschen & Smith, 1997; Roberts & Smith, 2008). 
Tanto la membrana externa del MV como la envuelta del EV presentan una composición lipí-
dica diferente a la de las membranas de la célula hospedadora y están enriquecidas con pro-
teínas virales diferentes (Stern & Dales, 1974; Anderson & Dales, 1978; Hiller et al.,1981).
2.2. Organización genómica
Los poxvirus poseen uno de los genomas más grandes de todos los virus ADN, pudiendo 
tener un tamaño aproximado de 200 Kpb que codifican para unas 200 proteínas. El genoma 
del virus vaccinia, de unos 62.3 µm (Esteban et al., 1977), consta de una molécula lineal 
de ADN bicatenario con los extremos unidos covalentemente por estructuras en forma de 
horquilla que subyacen dentro de una región terminal invertida (ITR, de las siglas en inglés: 
«Inverted Terminal Repeat»). El ADN tiene un contenido muy alto en A+T y se encuentra aso-
ciado a proteínas virales adoptando una conformación superenrollada (Esteban et al., 1977; 
Soloski & Holowczak, 1981). Hasta la fecha se han secuenciado más de 100 genomas de 
distintas especies de poxvirus, identificándose al menos unas 100 pautas abiertas de lectura 
(ORFs: «Open Reading Frames») presentes en todos los Chordopoxvirus.
Convencionalmente, la nomenclatura de las pautas de lectura abierta (ORFs) de los Or-
thopoxvirus está basada en la conservación de la distribución de los sitios Hind III en la re-
gión central del genoma (Moss, 2007). Esta consiste en asignar la letra del fragmento de ADN 
Figura 1.  A. Estructura del MV del virus vaccinia. B. Secciones de una partícula de la reconstruccion tomo-
grafica del MV (Extraida de Cyrklaff y cols 2005).
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digerido con Hind III, seguida por la posición que ocupa dicha pauta dentro del fragmento 
(de izquierda a derecha) y de la letra L (Left) o R (Right) dependiendo de la dirección de 
transcripción. Los genes localizados en la región central del genoma se encuentran altamen-
te conservados dentro de la familia Poxviridae y están implicados en funciones esenciales 
como la replicación o el ensamblaje viral. Sin embargo, los genes situados en los extremos 
del genoma y que codifican una serie de proteínas involucradas en la interacción con la cé-
lula hospedadora y en los mecanismos de evasión del sistema inmune, se encuentran menos 
conservados (Moss, 2007) (Figura 2).
2.3. Ciclo Infectivo
Una de las características que distingue a los Poxvirus de otros virus ADN es que perma-
nece en el citoplasma durante todo el ciclo infectivo, desde su entrada en la célula hasta que 
la progenie viral sale a través de la membrana plasmática, sintetizando sus propias enzimas 
(ADN y ARN polimerasa), lo que le confiere cierta independencia de la célula. El ciclo infec-
tivo del virus vaccinia es el mejor caracterizado de todos los poxvirus y se divide en 4 etapas: 
entrada, desencapsidación, expresión génica y replicación del ADN viral y finalmente mor-
fogénesis y salida de la progenie viral (Figura 3).
2.3.1. Entrada
El proceso infectivo se inicia con la unión del virión a la membrana. El estudio de este 
proceso en el virus vaccinia se ha visto dificultado por la existencia de dos formas infectivas 
(MV y EV). Debido a la complejidad del virión, en el proceso de entrada tienen que interve-
nir varias proteínas cuya función aún no ha sido asignada. De hecho, el virus vaccinia tiene 
un amplio tropismo y aún no se ha descrito un receptor celular específico para poxvirus 
(Moss, 2012).  Existen cuatro proteínas virales asociadas a la membrana del MV que facilitan 
la unión de los viriones a glicosaminoglicanos (D8, A27 y H3) o a laminina (A26) situados 
en la superficie de la célula (Moss, 2012). En el caso de los EV no se han descrito proteínas 
de unión hasta la fecha. La entrada puede ocurrir por fusión con la membrana plasmática o 
mediante endosomas acidificados tras un evento de macropinocitosis e incluye modificacio-
nes en la dinámica de la actina y señalización celular.
Figura 2.  Estructura y organización del genoma del virus vaccinia (VACV).
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Independientemente de la vía o de la forma del virión (MV o EV), la fusión es depen-
diente de 11 ó 12 proteínas virales transmembrana no glicosiladas cuyos tamaños varían de 
los 4 a los 43 kDa y que están asociadas formando un complejo, denominado complejo de 
entrada (Moss, 2012).





Una vez en el interior, los cores experimentan un proceso de desensamblaje que no 
conlleva una desintegración completa de su estructura, sino más bien una permeabilización. 
Este proceso está caracterizado, en una primera etapa, por la pérdida de lípidos y proteínas 
del virión (Dales, 1965) y, en una segunda etapa, por una mayor accesibilidad del genoma a 
la acción de las nucleasas de ADN exógenas (Sarov & Joklik, 1972). 
2.3.3. Expresión génica y replicación del ADN
La expresión génica del virus vaccinia se caracteriza por ser un proceso en cascada en 
el que se distinguen 3 fases de síntesis de ARN mensajeros y de proteínas virales que se 
diferencian temporalmente en tempranas, intermedias y tardías (Broyles, 2003). El análisis 
más reciente de la expresión génica de la cepa WR del VACV sugiere que existen 118 genes 
tempranos, 53 intermedios y 38 tardíos (Yang et al., 2011).
•	 Expresión de genes tempranos: Los mensajeros tempranos aparecen a los pocos minutos 
después de la entrada del virus en la célula ya que todas las enzimas, factores de trascrip-
ción y proteínas necesarias para la síntesis de estos mensajeros se encuentran empaque-
tados en el core del virión. Durante esta fase se transcribe más de la mitad del genoma 
viral que codifica proteínas que intervienen en la modulación de los mecanismos de de-
fensa de la célula, en la replicación del ADN y en la transcripción de genes intermedios.
•	 Replicación del ADN viral: La replicación viral tiene lugar en áreas del citoplasma deno-
minadas factorías virales y ocurre durante las dos primeras horas después de la entrada del 
virus. Se generan unas 10000 copias del genoma por célula de las que sólo la mitad llegan 
a empaquetarse. Todas las evidencias sugieren que no existe un origen específico de repli-
cación viral y que las moléculas de ADN de la progenie proceden de la generación y pos-
terior resolución de largos concatémeros (Moss, 2007). El proceso de replicación se inicia 
por la introducción de un corte en una de las cadenas, dejando así un extremo 3´ libre 
para iniciar la incorporación de desoxirribonucleótidos. La molécula replicada de ADN se 
vuelve sobre sí misma para copiar el genoma restante. De este modo, se forman concaté-
meros por replicación a través del bucle terminal, pudiéndose formar grandes concatéme-
ros ramificados antes de su separación. Después de la transcripción de los genes tardíos 
se generan moléculas lineales de ADN viral con los extremos sellados y con secuencias 
invertidas y complementarias (Traktman, 1991). El ADN así producido se acumula en las 
factorías para luego ser empaquetado y dar lugar a la formación de las partículas virales.
•	 Expresión de genes intermedios: Después de la replicación del ADN y antes de que se 
expresen los genes tardíos, tiene lugar la transcripción de una serie de genes llamados 
intermedios. Estos genes codifican los factores necesarios para la transcripción de los 
genes tardíos.
•	 Expresión de genes tardíos: La transcripción de los genes tardíos, localizados mayorita-
riamente en la región central del genoma, se inicia después de la expresión de los genes 
intermedios, entre las 2-3 horas después del inicio de la infección, y continúa a lo largo del 
proceso infectivo. Los genes tardíos codifican proteínas estructurales del virión así como las 
enzimas necesarias para la transcripción de genes tempranos que se incorporan al virión.
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2.3.4. Morfogénesis y salida de la progenie
Una vez replicado el ADN y sintetizadas todas las proteínas virales, comienza el proceso 
de morfogénesis. Como hemos descrito previamente, existen dos formas infectivas del virus 
vaccinia que se diferencian en el número de membranas que adquieren de la célula infec-
tada. Así, en el proceso de formación de las partículas infecciosas hay una serie de estadíos 
intermedios que incluyen la adquisición de estas membranas (Figura 4). A diferencia de otros 
virus ADN, VACV replica y se ensambla en unos compartimentos perinucleares localizados 
en el citoplasma denominados factorías virales o virosomas.
La morfogénesis comienza con la formación de crestas membranosas alrededor de un 
material electrondenso que contiene el ADN viral y las proteínas del core, dando lugar a la 
formación de formas esféricas denominadas virus inmaduros (IVs, «Immature Virus»). A con-
tinuación, tiene lugar la proteolisis y condensación del core viral, transformando los IVs en 
viriones maduros (MVs). Éstos tienen una estructura ovalada en forma de ladrillo y son las 
primeras formas infectivas del VACV. Los MVs representan una gran parte de los viriones 
producidos durante el ciclo infeccioso y la mayoría permanecen atrapados dentro de la 
célula infectada hasta su lisis. Una pequeña proporción de los MVs se mueven a través de 
microtúbulos desde las factorías virales hasta el trans-golgi, donde adquieren una segunda 
membrana transformándose en virus intracelulares con envuelta (WVs, «Wrapped Virus»). 
Los WVs son también transportados a través de la red de microtúbulos hasta la membrana 
plasmática, fusionándose con esta última y liberándose al medio por lo que se denominan 
virus extracelulares con envuelta (EVs). Los EVs que permanecen retenidos en la superficie 
celular inducen la formación de colas de actina que proyectan las partículas virales fuera 
de la célula, permitiendo la infección célula a célula, mientras que los liberados al medio 
facilitan la diseminación del virus a larga distancia (Blasco & Moss, 1991b).
3. Los poxvirus como vectores vacunales
En el año 1796, Edward Jenner, un médico inglés, inoculó a James Phipps, un niño de 
ocho años, con el virus Cowpox (agente causal de la viruela bovina) procedente de la llaga 
de la mano infectada de la ordeñadora Sarah Nelmes, tras lo cual el niño quedó protegido 
frente a la viruela (Jenner, 1798). Este procedimiento recibió el nombre de vacunación y se 
extendió rápidamente por Europa y el resto del mundo (Miller, 1957). Hacia finales de la dé-
cada de los 60, se emprendió una campaña de erradicación de la viruela a nivel mundial que 
culminó en 1977 con el último caso de viruela natural detectado en Somalia (Fenner, 1988). 
De este modo, en 1980, la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró erradicada la 
viruela, recomendando el cese de la vacunación con el virus vaccinia (OMS, 1980). 
Figura 4. Morfogénesis del virus vaccinia. Microscopía electrónica de las distintas formas virales que se 
producen en células HeLa durante el ciclo infeccioso de la cepa Western Reserve (VACV-WR) del virus vacci-




Hasta entonces, el virus vaccinia había sido utilizado como modelo para los primeros 
estudios biológicos y bioquímicos en virología (Smadel & Hoagland, 1942). En este sentido, 
fue el primer virus animal en ser crecido y titulado en cultivo celular, analizado químicamen-
te (Fenner, 1989) y purificado en cantidades suficientes como para demostrar que contenía 
ADN pero no ARN (Smadel & Hoagland, 1942). Además, fue el primer virus visualizado bajo 
un microscopio electrónico (Ruska, 1943).
En los años 80 los poxvirus recobraron nuevamente un gran interés científico cuando, 
debido al desarrollo de la manipulación genética y a la aplicación de la tecnología del 
ADN recombinante, los grupos dirigidos por los doctores Bernard Moss y Enzo Paoletti 
demostraron que el virus vaccinia tenía la capacidad de incorporar en su genoma una gran 
variedad de genes procedentes de otras especies y que dicha incorporación era estable 
(Moss, 1991). Esto supuso una revolución en el campo de las vacunas ya que virus vacci-
nia recombinantes que incorporaran genes de otros patógenos podrían conferir protección 
frente a los mismos cuando se les inoculase a animales de laboratorio (Moss, 1996; Paoletti, 
1996). Por primera vez, un poxvirus era considerado como candidato vacunal contra otros 
patógenos.
Además de incorporar fácilmente grandes cantidades de material genético exógeno, la 
experiencia obtenida durante la campaña de erradicación de la viruela sirvió para definir al 
virus vaccinia como un potente inmunógeno. De este modo, el virus vaccinia constituye un 
atractivo sistema de expresión capaz de inducir además una fuerte respuesta inmune, tanto 
celular como humoral, frente al antígeno heterólogo.
El éxito de la utilización de vacunas basadas en poxvirus se demostró en los estudios de 
campo llevados a cabo con un virus vaccinia recombinante que expresaba la proteína G 
de la envuelta del virus de la rabia (VRG). El vector se construyó mediante la inserción del 
gen que codifica para dicha proteína G en el locus de la timidina-quinasa (TK) de la cepa 
Copenhagen del virus vaccinia (VACV-COP) (Kieny et al., 1984). La eliminación del gen TK 
permitió una selección bioquímica del recombinante así como la obtención de un fenotipo 
atenuado del vector. Se observó que la administración de esta vacuna en cápsulas comesti-
bles inducía una respuesta inmunológica contra la rabia en animales capaces de transmitir 
la enfermedad. Así, este recombinante ha sido utilizado como vacuna antirrábica para 
zorros en distintas regiones geográficas de Europa y Estados Unidos, obteniendo buenos 
resultados tanto de seguridad como de eficacia. Del mismo modo, se han generado una 
gran variedad de poxvirus recombinantes contra enfermedades virales (gripe, encefalitis, 
enteritis, hepatitis o SIDA), bacterianas (neumonías), parasitarias (malaria o lehismaniasis) 
y tumorales (melanoma, adenocarcinoma o cáncer de próstata), que se encuentran en fase 
de experimentación. La frecuencia de aparición de efectos adversos tras la inmunización 
con el virus vaccinia es de 1 en 50000 (Lane et al., 1970; Fenner et al., 1988; Fenner, 
1988). Esta problemática volvió a ser evidente durante la última campaña de vacunación 
frente a viruela en la población militar de Estados Unidos, en el año 2003, donde apare-
cieron varios casos de miocarditis aguda en individuos jóvenes sanos (Halsell et al., 2003), 
mostrando a la comunidad científica la necesidad de nuevas vacunas más seguras pero 
todavía eficaces.
Son numerosas las estrategias que se han diseñado para aumentar la seguridad de los 
poxvirus. En este sentido, se han generado varias cepas atenuadas incapaces de replicar en 
células humanas. Entre dichas estrategias podemos incluir: la generación de virus defectivos 
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en genes esenciales que no llegan a completar el ciclo infectivo (Holzer & Falkner, 1997; 
Ober et al., 2002), los vectores con restricciones en el rango de hospedador, como es el caso 
de los avipoxvirus atenuados (ALVAC, TROVAC), o el de vectores con mutaciones en genes 
no esenciales como son las cepas atenuadas del virus vaccinia MVA, NYVAC (Gomez et al., 
2008).
A pesar de que las cepas MVA y NYVAC han dado excelentes resultados cuando se han 
empleado como vectores vacunales frente a múltiples enfermedades, su incapacidad de re-
plicar podría producir una respuesta insuficiente frente al antígeno heterólogo. Como opti-
mizació, diversos grupos han apuntado la posibilidad de utilizar virus que sean capaces de 
replicar durante un número limitado de ciclos en células de mamífero pero que mantengan 
un fenotipo atenuado (Jacobs et al., 2009).
En nuestro grupo se han generado nuevos mutantes atenuados del VACV mediante 
infecciones persistentes de la cepa WR en células de eritroleucemia de ratón de Friend. 
Mediante esta técnica se obtuvieron variantes con una deleción grande en el extremo iz-
quierdo del genoma y con repeticiones en tándem en ambos extremos (Paez et al., 1985a). 
Estos virus mostraron alteraciones en proteínas estructurales importantes para el proceso de 
morfogénesis, de tal forma que las variantes presentaban fenotipo de placa pequeña y una 
producción disminuida de virus en comparación con el virus parental (Gómez, 2003). Para 
el presente trabajo se eligieron los mutantes de pase 65 (M65, mutante 65) y de pase 101 
(M101, mutante 101), que presentan potenciales ventajas respecto a las cepas atenuadas 
MVA y NYVAC, ya que pueden crecer en mayor variedad de líneas celulares y su compe-
tencia en replicación les permitiría una expresión del antígeno heterólogo dilatada en el 
tiempo, lo que podría influir en la magnitud o la calidad de la respuesta inducida por los 
mismos.
Para evaluar si estos virus competentes en replicación podrían ser óptimos vectores va-
cunales decidimos caracterizar su capacidad como posible vacuna frente a la leishmaniasis, 
debido al problema que representa la enfermedad y a la disponibilidad de modelos animales 
que mimetizan la enfermedad en humanos.
4. Leishmaniasis
El término leishmaniasis engloba un grupo de manifestaciones clínicas causadas por 
protozoos del género Leishmania y transmitidas por la picadura de un mosquito. La en-
fermedad se encuentra presente en 88 países con una prevalencia de 12 millones de 
personas infectadas. Las primeras descripciones de la enfermedad datan del siglo I d.C. 
En Perú y Ecuador se han encontrado cerámicas fechadas en los años 400-900 d.C. en 
las que se representan rostros afectados por leishmaniasis (Lainson & Shaw, 1987). La 
primera descripción documentada fue realizada en 1756 por el médico escocés Russell, 
quien describió el Aleppo evil (sinónimo de leishmaniasis) en Siria. A finales del siglo XIX, 
Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, Wright, Linderberg y Vianna identificaron el 
parásito causante de las distintas enfermedades en pacientes infectados con las mismas 
(WHO, 2010). En el año 1903, el parásito fue denominado Leishmania donovani por Ross 
(Choi & Lerner, 2001).
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4.1. Taxonomía y ciclo vital de Leishmania spp
La leishmaniasis está producida por distintas especies de protozoos del género Leishma-
nia. La clasificación taxonómica del género Leishmania (según Cavalier-Smith, http://www.
taxonomicon.taxonomy.nl) es la siguiente: 
•	 Reino Protozoa (Goldfuss, 1818).
•	 Subreino Biciliata (Cavalier-Smith, 2003).
•	 Phylum Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981).
•	 Clase Kinetoplastea (Honigberg, 1963).
•	 Subclase Metakinetoplastina (Moreira, 2004).
•	 Orden Trypanosomatida (Kent, 1880; Hollande, 1952).
•	 Género Leishmania (Ross, 1903).
•	 Subgénero Leishmania (Ross, 1903).
•	 Subgénero Viannia (Lainson y Shaw, 1987).
Dentro del género Leishmania se distinguen dos secciones: Sección Euleishmania y Sec-
ción Paraleishmania (Cupolillo et al., 2000). La Sección Euleishmania comprende los sub-
géneros Leishmania y Viannia (Lainson & Shaw, 1987), según la localización en la que los 
parásitos se desarrollen en el intestino del vector. El subgénero Leishmania incluye a aquellos 
parásitos que se desarrollan en el intestino medio y anterior del hospedador invertebrado y 
el subgénero Viannia a aquellos que necesitan una fase de desarrollo adicional en el intes-
tino posterior. Los parásitos del subgénero Leishmania están presentes en el Nuevo y Viejo 
mundo, mientras que los del subgénero Viannia solo están presentes en el Nuevo Mundo.
•	 Subgénero Leishmania
 – Complejo L. donovani: L. donovani, L. infantum (L. chagasi), L. archibaldi.
 – Complejo L. tropica: L. tropica, L. aethiopica, L. major, L. gerbilli.
 – Complejo L. mexicana: L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L. aristidesi. 
•	 Subgénero Viannia 
 – Complejo L. braziliensis: L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana. 
La leishmaniasis se transmite por la picadura de un mosquito de la familia Phlebotomidae 
(Viejo mundo) o Lutzomya (Nuevo mundo). Únicamente las hembras transmiten la enfer-
medad, inoculando la forma extracelular infectiva del parásito, llamada promastigote, en la 
sangre de los hospedadores mamíferos cuando pican para obtener la proteína necesaria para 
producir sus huevos. Los promastigotes son fagocitados por los macrófagos, donde se trans-
forman en la forma intracelular denominada amastigote. Los amastigotes se multiplican en 
las células infectadas afectando a diferentes tejidos en función de la especie de Leishmania. 
Cuando un mosquito ingiere sangre de un mamífero contaminado, resulta infectado al inge-
rir los macrófagos que contienen el parásito. Los amastigotes se diferencian en el intestino 
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medio del vector en la forma extracelular infectiva. Una vez completada la diferenciación, 
los promastigotes empiezan a desprenderse de la cutícula intestinal y migran a la probóscide 
del mosquito degradando la válvula estomodeal del mismo (Volf et al., 2004). Al picar a un 
nuevo hospedador, el flebótomo no puede retener la sangre tras intentar tragarla y la regurgi-
ta, inoculando con ella los promastigotes infectivos, denominados metacíclicos, completán-
dose de este modo el ciclo vital, representado en la Figura 5.
4.2. Tipos de enfermedad y epidemiología
Existen cuatro manifestaciones clínicas de la enfermedad que varían en función del vec-
tor, de la especie de parásito y del estado inmunológico del hospedador: 
•	 Leishmaniasis visceral (LV): conocida también como Kala azar. Es la forma más severa 
de la enfermedad, con una tasa de mortalidad alrededor del 75-79 % en ausencia de 
tratamiento (Piscopo & Mallia, 2006). El período de incubación varía de 3 a 8 meses 
(P.E.C. Manson-Bahr, 1963). Se caracteriza por fiebre irregular, pérdida de peso, espleno-
megalia, hepatomegalia y anemia (Figura 6, panel A). En ausencia de tratamiento puede 
producir caquexia, fallo sistémico, hemorragias, susceptibilidad a contraer infecciones 
secundarias y muerte. La LV se da en 65 países concentrándose el 90 % de los casos mun-
diales en cinco países: Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudán. La LV está producida por 
las especies L. chagasi (América latina), L. donovani (Asia y África) y L. infantum (centro y 
sudoeste de Asia y cuenca mediterránea).
•	 Leishmaniasis cutánea (LC): Es una forma más leve de la enfermedad, que en condicio-
nes normales suele remitir incluso sin tratamiento. Una lesión clásica se inicia como una 
pequeña úlcera en el sitio de inoculación que crecerá lentamente, necesitando al menos 
una semana para alcanzar su tamaño final, próximo a los 5 cm de diámetro, que suele 
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Figura 5. Ciclo vital del parásito. Tinción giemsa de las distintas formas de Leishmania. Los 
amastigotes (imagen derecha) son formas redondeadas con unas dimensiones de 3-5 mm × 2-3 mm, con 
un flagelo rudimentario que no sobresale del soma y que se reproducen por fisión binaria. Los promastigotes 




remitir de forma espontánea a lo largo de meses o años dejando una cicatriz deprimida y 
decolorada (Figura 6, panel B). El 90 % de los casos de LC ocurren en Afganistán, Brasil, 
Irán, Perú, Arabia Saudita y Siria. Esta forma de la enfermedad es producida por L. major 
y L. tropica en Asia y la región mediterránea. En América las especies responsables son 
L. amazonensis y L. mexicana.
•	 Leishmaniasis mucocutánea (LMC): Conocida también como espundia, se caracteriza 
por la producción de lesiones que pueden conducir a la completa destrucción de las 
mucosas de la nariz, boca y garganta (Figura 6, panel C). El 90 % de los casos de LMC se 
dan en Bolivia, Brasil y Perú. La cirugía para reconstruir las desfiguraciones producidas 
forma parte importante del tratamiento. Esta forma de la enfermedad está provocada por 
L. braziliensis aunque en el Viejo Mundo puede observarse en pacientes inmunodeprimi-
dos infectados con L. major, L. infantum o L. tropica.
•	 Leishmaniasis cutánea difusa (LCD): Se encuentra asociada a un fallo del sistema inmune, 
y se caracteriza por recidivas después del tratamiento. Esta forma nunca se cura espontá-
neamente, siendo difícil de tratar debido a la existencia de múltiples lesiones diseminadas, 
aunque éstas no llegan a ulcerar y se asemejan a las producidas por algunos tipos de lepra 
(Figura 6, panel D). La LCD es producida por L. aethiopica en la cuenca mediterránea, Asia y 
África, aunque se ha observado este tipo de leishmaniasis provocada por otras cepas, en pa-
cientes inmunodeprimidos coinfectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
La enfermedad es endémica en las regiones tropi-
cales y subtropicales en 88 países de Asia, África, Eu-
ropa y América, 72 de los cuales son países en vías de 
desarrollo. Según la Organización Mundial de la Sa-
lud (OMS), 350 millones de personas están expuestas 
a contraer la enfermedad y se estima que la prevalen-
cia mundial es de 12 millones de personas afectadas. 
Cada año la incidencia de la forma cutánea de la en-
fermedad es de 1,5 a 2 millones de nuevos casos y 
500.000 de la forma visceral (WHO, 2010). En la úl-
tima década se ha producido un aumento muy acusa-
do del número de enfermos de leishmaniasis debido, 
entre otros factores, a los cambios medioambientales 
que incrementan la exposición del ser humano al 
vector como, por ejemplo, la construcción de presas, 
los nuevos sistemas de irrigación, la construcción de 
carreteras en bosques y la migración de zonas rurales 
a zonas urbanas (Desjeux, 2004). Otro factor impor-
tante es el aumento de los casos de coinfección con 
el VIH. El SIDA incrementa el riesgo de contraer LV de 
100 a 1000 veces en las regiones endémicas. A su 
vez, los enfermos de leishmaniasis son más suscepti-
bles a la infección por VIH (Alvar et al., 2008; WHO, 
2010). En la Figura 7 se muestra la distribución global 
de los casos descritos de coinfección y la distribución 
de los casos de leishmaniasis. 
	  
Figura 6.  Formas de la enfermedad. 
A. Leishmaniasis visceral. B. Leishmaniasis 
cutánea. C. Leishmaniasis mucocutánea. 
D. Leismaniasis cutánea difusa.
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Además de la morbilidad y la mortalidad, el impacto económico producido por la leis-
hmaniasis es muy elevado, afectando seriamente a la productividad de los países afectados. 
Por ello es considerada una de las enfermedades que colabora, entre otros factores, a con-
denar al Tercer Mundo a ser Tercer Mundo. Además, hay que tener en cuenta el impacto 
social de la enfermedad, ya que, como sucedía con la lepra, sus lesiones causan rechazo y 
marginación en multitud de comunidades.
4.3. La respuesta inmune frente a Leishmania
El uso de modelos murinos ha permitido establecer que el control de la leishmaniasis está 
asociado con el desarrollo de una respuesta inmune de tipo Th1, en la que se producen ci-
toquinas activadoras de los macrófagos, principalmente IFNγ, requerido para el control de la 
replicación del parásito. La susceptibilidad a la enfermedad, por el contrario, se ha asociado 
al desarrollo de una respuesta inmune de tipo Th2, incapaz de mediar la activación de los 
macrófagos y que activamente inhibe a las citoquinas de tipo Th1 (Reiner & Locksley, 1995). 
La activación de los macrófagos, fundamental para el control de la infección, está mediada 
por citoquinas de tipo Th1 (Reiner & Locksley, 1995), siendo la más importante el IFNγ. El me-
canismo final que confiere resistencia a la infección es la producción de óxido nítrico (ON) 
por la enzima iNOS en los macrófagos infectados. El IFNγ es capaz de aumentar la transcrip-
ción de la óxido nítrico sintasa (iNOS) y la producción de ON por parte de los macrófagos 
(Ding et al., 1988). Además del IFNγ, otras citoquinas están implicadas en la secreción de 
ON y en el control del parásito. Por ejemplo, la secreción de TNFα por los macrófagos in-
fectados está inducida desde la primera semana de infección. Esta citoquina actúa de forma 
sinérgica con el IFNγ en la inducción de iNOS y la producción de ON. Por el contrario, las 
citoquinas de tipo Th2, como las interleuquinas 4, 13 y 10 y el TGF-β inhiben la activación 








Los linfocitos T desempeñan un papel crucial en inducir protección frente a un amplio 
número de patógenos (Seder et al., 2008). En el caso de la leishmaniasis, múltiples estudios 
han evidenciado la relevancia de las células T CD4+ y CD8+ (Darrah et al., 2007; Papado-
giannakis et al., 2010; Darrah et al., 2010; Xin et al., 2011; Khamesipour et al., 2012). Sin 
embargo, debido a la heterogeneidad de las diferentes vacunas y su distinta capacidad para 
inducir respuestas inmunológicas, se conocen muy pocos parámetros que correlacionen con 
protección.
La capacidad de las células T CD4+ específicas para Leishmania de conferir resistencia o 
de exacerbar la enfermedad al ser transferidas a ratones inmunosuprimidos correlaciona con 
su capacidad para producir citoquinas de tipo Th1 o Th2, respectivamente (Scott et al., 1988; 
Holaday et al., 1991). La primera descripción de una línea de células T que confería protec-
ción al ser transferida a ratones susceptibles fue realizada en 1988 por Scott y cols. (Scott 
et al., 1988). Estos autores describieron que los clones que conferían protección y los que 
exacerbaban la enfermedad diferían en las citoquinas secretadas al ser estimulados con an-
tígenos o mitógenos. Los clones protectores producían IL-2 e IFNγ (Th1), mientras que los 
clones no protectores producían IL-4 e IL-5 (Th2).
De entre los escasos parámetros que correlacionan con protección, más recientemente, 
Darrah y cols. han descrito que los linfocitos T CD4+ de perfil Th1 polifuncionales (es decir, 
capaces de producir varias citoquinas de forma simultánea, en este caso IL-2, TNFα e IFNγ) 
correlacionan con protección en el modelo murino (Darrah et al., 2007)  y que la produc-
ción de IL-10 por parte de estos linfocitos también puede influenciar la magnitud, calidad 
y capacidad protectiva de las respuestas Th1 inducidas por distintos candidatos vacunales 
(Darrah et al., 2010).
La presencia de anticuerpos no confiere protección frente a Leishmania, sino que se co-
rresponde normalmente con la intensidad de la infección (Mimori et al., 1987; Morsy et al., 
1987), reflejando el grado y la duración de la estimulación antigénica determinada por la 
carga parasitaria (Howard, 1985). 
En humanos, la dicotomía Th1/Th2 no es tan evidente como en ratón. Sin embargo, se ha 
demostrado que existe un predominio de células Th1 en los casos de leishmaniasis cutánea 
localizada, mientras que los casos de la forma difusa o mucocutánea se han asociado con la 
presencia de IL-4. Asimismo, la resolución de las lesiones se ha asociado con la producción 
de IFNγ, mientras que en lesiones persistentes se observa la presencia de IL-10 (Rogers et al., 
2002). Otro dato que apoya la asociación de resistencia con una respuesta de tipo Th1 es 
el hecho de que el tratamiento con IFNγ induce la rápida resolución de las lesiones en los 
casos de leishmaniasis cutánea (Kolde et al., 1996). Observaciones recientes en las que se 
han encontrado linfocitos T CD4+ polifuncionales en células mononucleadas de sangre peri-
férica (PBMCs) de pacientes que resolvieron lesiones cutáneas, refuerzan el papel de dichos 
linfocitos en mediar protección frente a leishmania. En ambos casos se observó que dichas 
células polifuncionales eran capaces de producir mayor cantidad de citoquinas, sobre todo 
IFNγ y TNFα que ya hemos mencionado como cruciales para mediar protección tras la infec-
ción con el parásito (Macedo et al., 2012).
En el caso de los perros, principal reservorio de L. infantum, la dicotomía Th1/Th2 tampo-
co es tan patente. No obstante, en perros asintomáticos se ha encontrado una respuesta celu-
lar protectora dependiente de la expresión de citoquinas de tipo Th1 (Chamizo et al., 2005).
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4.4. Tratamiento de la Leishmaniasis
El tratamiento farmacológico de la leishmaniasis se ve limitado al uso de antimoniales 
pentavalentes como drogas de primera línea y a pentamidina y anfotericina B como drogas 
secundarias (Nagill & Kaur, 2011). Debido al precio y a la alta duración de los tratamientos 
(en ocasiones de varias semanas), unido a la cada vez más frecuente aparición de cepas re-
sistentes a los tratamientos de primera línea y a la toxicidad de los tratamientos secundarios, 
el desarrollo de una vacuna eficaz frente a la leishmaniasis resulta cada vez más necesario. 
4.4.1. Vacunas
El hecho de que tras una infección natural con Leishmania spp. se induzca protección 
frente a nuevas infecciones, confirma la posibilidad de poder desarrollar una vacuna profi-
láctica para la leishmaniasis. Una vacuna efectiva debe promover el desarrollo de una res-
puesta inmune celular de memoria capaz de proliferar rápidamente tras una exposición al 
parásito dando lugar a una respuesta efectora de tipo Th1. 
Se han utilizado distintas aproximaciones para obtener una vacuna efectiva (Melby, 2002; 
Requena et al., 2004; Nagill & Kaur, 2011; Singh & Sundar, 2012):
•	 Parásitos vivos: La observación de que la LC producida por L. major remitía espontánea-
mente produciendo inmunidad a largo plazo, condujo a la implementación de la primera 
forma de vacunación con parásitos vivos, denominada leishmanización. Esta estrategia 
de vacunación fue llevada a cabo a principios del siglo XX, principalmente por el ejército 
(Senekji & Beattie, 1941). Los soldados eran expuestos a las picaduras de los flebótomos, 
o bien eran inoculados con material proveniente de una lesión. En Asia Central e Israel 
se han empleado también promastigotes en cultivo. El mayor ensayo de leishmanización 
fue llevado a cabo durante la guerra de Irán e Irak en los años 80, donde más de 1,3 mi-
llones de personas, soldados y civiles, fueron vacunados con promastigotes vivos de L. 
major. Tras la leishmanización, se produce una lesión de 5 a 10 mm. de diámetro que 
remite espontáneamente después de 4-6 meses. Sin embargo, en el 2-3 % de los casos se 
desarrollan lesiones mayores que no remiten sin tratamiento. A pesar de ser uno de los 
métodos más efectivos de vacunación, se hace necesario el desarrollo de nuevas vacunas 
debido a las dificultades logísticas y a los problemas derivados del uso de cepas virulen-
tas, sobre todo desde la aparición del virus VIH.
•	 Parásitos muertos: Múltiples candidatos de vacunas muertas, también llamadas vacunas 
de primera generación, se han desarrollado en Brasil, Colombia, Ecuador, Venezuela e 
Irán para prevenir la LC y en Sudán para prevenir la LV. Los primeros estudios con pa-
rásitos muertos se realizaron en los años 1930 y 1940 en Brasil, utilizando la «Vacuna 
Mayrink», que contenía parásitos resuspendidos en fenol. En Irán se ha empleado la 
«Vacuna del Instituto Razi» consistente en promastigotes de L. major autoclavados junto 
con el bacilo Calmette-Guérin (BCG), sin que se haya conseguido una reducción en la 
incidencia de la LC (Sharifi et al., 1998). El empleo de promastigotes de L. major auto-
clavados también se ha ensayado frente a la LV en Sudán sin mostrar evidencias de que 
dos inmunizaciones produjesen una mayor protección con respecto a la inmunización 
con BCG (Khalil et al., 2000). Sin embargo Convit y col. Introdujeron en Venezuela la 
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inmunoterapia con L. amazonensis o L. mexicana muertos con BCG para el tratamiento de 
CL, observándose una tasa de cura del 95 % (Cabrera et al., 2000). Promastigotes autocla-
vados junto con IL-12 han sido probados en monos verdes (Cercopithecus aethiops), sin 
obtenerse protección frente al desafío con L. amazonensis a pesar de la inducción de una 
fuerte respuesta inmune de tipo Th1 (Gicheru et al., 2001). Sin embargo, en otro estudio 
en el que se emplearon promastigotes de L. amazonensis junto con IL-12 y alúmina en 
monos rhesus (Macaca mulatta), sí se obtuvo protección frente al desafío con el parásito 
(Kenney et al., 1999).
•	 Parásitos vivos atenuados: Se han empleado parásitos avirulentos y/o irradiados con dis-
tintos grados de protección. Gracias a los métodos de ingeniería genética, se han desa-
rrollado cepas que únicamente pueden replicar un número limitado de veces, debido 
a la disrupción de genes esenciales para la supervivencia tales como la dihidrofolato 
reductasa (Titus et al., 1995; Veras et al., 1999) y las cisteína proteasas a y b (Alexander 
et al., 1998). El problema de la utilización de parásitos atenuados es la posible reversión 
a cepas virulentas, como ha ocurrido con un mutante de L. major que posee una deleción 
en el gen lpg2, implicado en la biosíntesis del lipofosfoglicano. Estos mutantes lpg2- son 
capaces de conferir protección frente al desafío con L. major (Uzonna et al., 2004b); sin 
embargo, en algunos casos se ha producido la reversión de forma que los parásitos han 
sido capaces de replicar en el interior de los macrófagos y producir la enfermedad (Spath 
et al., 2004). 
Para evitar los problemas derivados del uso de parásitos vivos o atenuados, como la 
reversión a cepas virulentas, principalmente en pacientes con SIDA, y la dificultad en la 
producción y en la reproducibilidad de los lotes, se han desarrollado nuevas estrategias 
de vacunación, entre las que podemos distinguir las vacunas subunidad, las vacunas vi-
vas, los componentes salivares del flebótomo y las vacunas de ADN (Coler & Reed, 2005), 
todas ellas englobadas en lo que se conocen como vacunas de segunda generación.
•	 Vacunas subunidad: Las vacunas subunidad se han centrado fundamentalmente en antí-
genos proteicos, ya que son fáciles de identificar, aislar y clonar. A pesar de los numero-
sos esfuerzos científicos en este área, solamente una vacuna subunidad ha llegado a la 
fase de ensayo clínico en humanos (BB-IND 10116.0037; (Reed & Campos-Neto, 2003; 
Chakravarty et al., 2011)). Esta vacuna, denominada Leish-111f® (Corixa Corp.), consiste 
en una poliproteína formada por la unión de las proteínas TSA (Antioxidante Tiol Espe-
cifico) y LmSTI1 (Proteína inducible de estrés 1) de L. major y la proteína LeIF (Factor de 
elongación de leishmania) de L. braziliensis, administrada con el adyuvante Monofosforil 
Lípido A en una emulsión estable (MPL-SE).
En Brasil se han comercializado dos vacunas frente a la leishmaniasis canina (Reis 
et al., 2010), una de ellas, Leishmune® (Fort Dodge), está compuesta por una fracción 
rica en glicoproteínas, conocida como FML, derivada de promastigotes de L. donovani. 
Esta vacuna, además de conferir hasta un 92 % de protección frente a la leishmaniasis 
visceral canina (da Silva et al., 2000), es un buen agente para la inmunoterapia de la en-
fermedad (Borja-Cabrera et al., 2004). Recientemente se ha aprobado el uso de una vacu-
na en Europa, CaniLeish®, que contiene un extracto de proteínas excretadas-secretadas 
de L. infantum (ESP) junto con el adyuvante QA-21, una fracción purificada de saponina 
obtenida de Quilaja Saponaria (Moreno et al., 2012).
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•	 Vacunas vivas: Una de las estrategias empleadas para administrar los antígenos recom-
binantes ha sido el empleo de organismos vivos, como por ejemplo Salmonella, BCG o 
virus (adenovirus, virus vaccinia, etcétera). Un ejemplo es el empleo de Listeria mono-
cytogenes que expresa la proteína LACK de L. major. La inmunización con tres dosis de 
2x109 bacterias por vía intragástrica confiere un 30-40 % de protección frente al desafío 
con una dosis de 2,5x105 promastigotes de L. major (Soussi et al., 2002). En cuanto al 
empleo de virus recombinantes, el primer trabajo en el que se describió la utilización 
del virus vaccinia fue realizado en el año 1993 (McMahon-Pratt et al., 1993), demos-
trando que un virus recombinante que expresaba la glicoproteína GP46/M-2 inducía 
protección frente al desafío con L. amazonensis. Podría incluirse dentro de este grupo 
el empleo de células dendríticas como vectores vacunales. Se ha descrito que la inmu-
nización con células de Langerhans pulsadas con extracto crudo de L. major confiere 
protección frente al desafío con el parásito (Flohe et al., 1998). Del mismo modo, con 
la vacunación de células dendríticas pulsadas con promastigotes de L. donovani se ob-
tiene una reducción de 1 a 3 logaritmos en la carga parasitaria (Ahuja et al., 1999). 
Se ha demostrado que el empleo de células dendríticas estimuladas con los antígenos 
recombinantes LACK, gp63, PSA, KMP11 y LeIF induce protección frente al desafío con 
L. major (reducción en la frecuencia de células infectadas de 3 a 10 veces (Berberich 
et al., 2003).
•	 Componentes salivares del flebótomo: Se ha observado que la exposición previa a com-
ponentes de la saliva del flebótomo, como la proteína SP15 (Valenzuela et al., 2001), o a 
picaduras de flebótomos no infectados, resulta en la inducción de resistencia a la infec-
ción (Belkaid et al., 1998; Kamhawi et al., 2000). Por lo tanto, la inmunización frente a 
componentes específicos del vector puede ser una estrategia eficaz para el control de la 
enfermedad.
•	 Vacunas de ADN: La vacunación con ácidos nucleicos induce una respuesta inmunológi-
ca tanto humoral como celular, incluyendo la activación de linfocitos T citotóxicos. Este 
tipo de vacunación ha sido empleado no solamente con fines profilácticos, sino también 
terapéuticos, frente a numerosas enfermedades infecciosas (Lowrie et al., 1999; Laddy & 
Weiner, 2006) y frente a distintos tipos de cáncer (Pecher, 2002; Fioretti et al., 2010). Del 
mismo modo, se han empleado librerías genómicas de expresión, obteniéndose diferen-
tes grados de protección (Piedrafita et al., 1999; Melby et al., 2000). 
A pesar de los resultados prometedores en modelos murinos, las vacunas de ADN no han 
resultado ser tan efectivas en otros modelos animales (Smooker et al., 2004). No obstante, la 
inmunización con ADN seguido de una segunda dosis con otro vector, constituye uno de los 
enfoques más empleados en la actualidad. Este tipo de vacunación se denomina heteróloga 
o prime/boost y será descrito a continuación.
5. Protocolo de inmunización heterólogo o prime-boost
Nuestro laboratorio ha sido pionero en el desarrollo de un protocolo de inmunización 
heterólogo denominado prime/boost (inmunización-refuerzo) que permite combinar distin-
tas estrategias vacunales para lograr una potenciación de la respuesta inmunológica que se 
correlacione con protección (Li et al., 1993; Zavala et al., 2001). Debido a su aceptación 
general, en este estudio utilizaremos la denominación en inglés de prime/boost.
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En la actualidad, existe un consenso generalizado de que una primera dosis con ADN re-
combinante, seguido de una segunda inmunización con un vector viral que exprese el mismo 
antígeno, genera los mayores niveles de inmunidad específica que, en algunas ocasiones, permi-
te la protección frente a distintas enfermedades infecciosas como SIDA, leishmaniasis o malaria 
entre otras (Lu, 2009; Hill et al., Radosevic et al., 2009; 2010; Paris et al., 2010). De hecho, en el 
modelo de malaria, son numerosos los trabajos en los que se emplean múltiples combinaciones 
de distintos vectores plasmídicos y virales (vaccinia y adenovirus). En todos ellos, la potenciación 
de la respuesta inmunológica se correlacionó con una inmunidad esterilizante frente a malaria 
en el 100 % de los animales vacunados (Reyes-Sandoval et al., 2007; Vijayan et al., 2012).
Algunas de las estrategias empleadas para combatir la leishmaniasis han sido una primera 
dosis con ADN seguido de una segunda dosis con proteína o bien un vector atenuado. Por 
ejemplo, el booster con las cisteína proteasas recombinates CPa y CPb mejora el nivel de 
protección frente a L. major obtenido únicamente con un priming con el ADN de las mis-
mas, e induce protección en perros desafiados con L. infantum (Rafati et al., 2005). Este no 
es el caso de la proteína acídica ribosomal P0, donde el prime/boost con ADN/proteína no 
protege frente al desafío con L. major, mientras que la inmunización únicamente con ADN 
desnudo sí confiere protección (Iborra et al., 2003). Otra estrategia es el empleo de vecto-
res atenuados durante el booster, como por ejemplo cepas atenuadas de Salmonella (Lange 
et al., 2004) o adenovirus (Darrah et al., 2007; Darrah et al., 2010).
El virus vaccinia ha sido también empleado en protocolos de inmunización heteróloga. 
El priming con ADN que expresa la proteína LACK, seguido de un booster con un virus 
vaccinia recombinante que expresa la misma proteína, ha demostrado conferir protección 
parcial frente a la leishmaniasis cutánea producida por L. major en ratones BALB/c (Gonzalo 
et al., 2002; Lopez-Fuertes et al., 2002; Pérez-Jiménez et al., 2006) así como proteger al 60 % 
de los perros infectados con L. infantum (Ramiro et al., 2003; Pérez-Jiménez et al., 2006). 
Estrategias similares ADN/Poxvirus también han conferido protección con el antígeno TRYP 
(Tryparedoxina peroxidasa) (Carson et al., 2009).
6. El modelo de ratón balb/c
Existen distintos modelos animales para el estudio de la leishmaniasis. Entre las diferentes 
cepas de ratones se encuentran cepas resistentes a la enfermedad (C57BL/6, C3H/He, B10.D2), 
cepas de susceptibilidad intermedia (CBA/J) y cepas susceptibles (BALB/c, BALB/b). Una de 
las ventajas que ofrecen los modelos animales es la capacidad de controlar las cepas de 
patógenos, la dosis y la ruta de infección. Los ratones BALB/c infectados con L. major desa-
rrollan lesiones cutáneas en el sitio de inoculación que no se resuelven, lesiones metastáticas 
en regiones cutáneas y visceralización, pudiendo morir a causa de la infección (Howard, 
1986). La enfermedad en estos animales progresa de forma que mimetiza la leishmaniasis 
visceral humana. Múltiples son los factores que causan la susceptibilidad en la cepa BALB/c 
identificadas en estudios comparativos con la cepa resistente C57BL/6. Entre ellas la expan-
sión diferencial de subtipos de células dendríticas a distintos tiempos postinfección (Leon 
et al., 2007) regulación del receptor de quimioquinas CXCR3 en los linfocitos T CD4+ y CD8+ 
(Barbi et al., 2008) o la expresión de citoquinas por parte de keratinocitos en la epidermis 
(Ehrchen et al., 2010). Recientemente también se ha descrito que el gen Fli1 presente en el 
locus lmr2 implicado en la reparación de heridas podría ser la diferencia más significativa 
entre ambos modelos animales (Sakthianandeswaren et al., 2010).
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Sin embargo uno de los factores más importantes sigue siendo un defecto en la inducción 
de los linfocitos T CD4+.Tras la inmunización con Leishmania major, durante la fase inicial 
de la infección, se produce una secreción masiva de IL-4 y una reducción en la secreción de 
 IL-12 y de IFNγ, por lo que la replicación del parásito no se contiene. Esto es debido a que 







4. Esta expansión clonal ocurre del mismo modo en ratones resistentes; sin 
embargo, en estos casos esta respuesta desaparece y se desarrolla una respuesta Th1 domi-
nante asociada con la remisión de las lesiones (Reiner et al., 1993; Sacks & Noben-Trauth, 
2002). La diana de esta respuesta inicial es el antígeno LACK, que se describe a continuación. 
7. El antígeno lack
El antígeno LACK es la diana principal de la respuesta inmunológica tras la infección 
por Leishmania. Esta proteína se describió por primera vez en el año 1995 (Mougneau et al., 
1995b), al tratar de descubrir cuál era el antígeno reconocido por un clon de células T capaz 
de conferir protección frente a la infección con L. major. Mediante el empleo de una librería 
de expresión, se determinó que este clon era activado por una proteína de 36 KDa que pre-
sentaba una alta homología con los receptores intracelulares de la proteína kinasa C, tam-
bién conocidos como RACKs, por lo que se le asignó el nombre LACK (Leishmania homolog 
of receptors for activated C kinase). La proteína LACK es una proteína citoplasmática, unida a 
complejos multiproteicos. Mediante inmunofluorescencia se ha determinado su localización 
en dos zonas limitadas de aproximadamente 0,4 μm de diámetro, cercanas al kinetoplasto. 
Se expresa tanto en la forma de promastigote como en la forma de amastigote, siendo los 
niveles de expresión constantes a lo largo de todo el ciclo vital del parásito (Gonzalez-Ase-
guinolaza et al., 1999).
La proteína LACK está codificada por dos genes unidos en tándem. Se requiere al menos 
una copia para la viabilidad del parásito, y al menos dos copias para mantener la virulencia 
en el hospedador vertebrado (Kelly et al., 2003). Se trata de una proteína altamente conser-
vada entre las diferentes especies de Leishmania: la proteína LACK de L. infantum presenta un 
99 % y un 100 % de homología con L. major y L. chagasi, respectivamente. Esta identidad no 
se limita únicamente al género Leishmania; existe un alto grado de homología con los análo-
gos de RACK de Trypanosoma brucei (83 %) y de mamíferos (72 %) (Gonzalez-Aseguinolaza 
et al., 1999). 
La expresión de la proteína LACK en el timo de ratones transgénicos para la misma les 
confería resistencia ante la infección experimental con L.major, demostrando así que el de-
sarrollo de una respuesta inmunológica frente al antígeno LACK es una de las principales 
causas de la susceptibilidad (Julia et al., 1996). Otras aproximaciones han demostrado que 
esta proteína constituye la diana preferencial de la respuesta inmunológica inicial frente al 
parásito, siendo la responsable de la expansión de las células Vβ4Vα8, que reconocen un 
epítopo dominante comprendido entre los aminoácidos 157 y 173 (FSPSLEHPIVVSGSWDN, 
LACK157-173) desarrollando una respuesta tipo Th2. Del mismo modo, la modulación de la 
respuesta mediante la administración de IL-12 o IFNγ indica que las células Vβ4Vα8 no son 
completamente maduras, de forma que pueden ser redirigidas hacia Th1 (Afonso et al., 1994). 
El antígeno LACK se ha convertido en uno de los más utilizados a la hora de desarrollar va-
cunas frente a la leishmaniasis. Diferentes trabajos han puesto de manifiesto la capacidad de 
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esta proteína, junto con adyuvantes, de conferir protección frente a la leishmaniasis. Moug-
neau y cols. demostraron que la inmunización con una porción de 24 KDa de la proteína 
(LACKp24) no induce protección, mientras que la inmunización de la misma junto con IL-12 
recombinante protegía parcialmente frente al desafío con L. Major (Mougneau et al., 1995b). 
Gurunathan y cols. demostraron que la inmunización con ADN-LACKp24 era similar a la ob-
tenida con la proteína recombinante junto con IL-12 (Gurunathan et al., 1997). A pesar de los 
buenos resultados obtenidos frente a la leishmaniasis cutánea producida por L. major, no se 
ha conseguido protección frente a otras especies como L. amazonensis (Okuno et al., 2002; 
Coelho et al., 2003), L. donovani (Melby et al., 2001) o L. mexicana (Dumonteil et al., 2000). 
En el caso de la infección producida por L. infantum en perros, dos dosis de ADN-LACK (pro-
teína completa) no confieren protección, pero ésta puede alcanzarse mediante la inmuniza-
ción heteróloga consistente en una primera dosis de ADN-LACK seguido de una dosis con 
un virus vaccinia recombinante que exprese el mismo antígeno (Pérez-Jiménez et al., 2006; 
Ramiro et al., 2003). En un estudio en el que se comparan diferentes candidatos vacunales 
en forma de ADN frente a L. major, se ha demostrado que el más prometedor es LACK, en su 
forma de 24 KDa; sin embargo, en ninguno de los casos se obtuvo protección completa tras 
al desafío (Ahmed et al., 2004). Teniendo en cuenta lo descrito con anterioridad y los resul-
tados esperanzadores obtenidos con el empleo de la proteina LACK decidimos utilizarla en 
el presente trabajo como antígeno en protocolos de inmunización heteróloga con el objetivo 


























Los poxvirus han demostrado un importante potencial como vectores vacunales frente a 
múltiples enfermedades prevalentes. Originariamente, se utilizaron cepas de virus capaces 
de replicar en humanos pero dichas cepas han sido desplazadas por otras que han perdido 
dicha capacidad, con el objetivo de aumentar su seguridad. Sin embargo con el empleo de 
este tipo de cepas atenuadas, se ha limitado el tiempo de expresión del antígeno heterólogo. 
Por lo tanto, el presente trabajo nace de la necesidad de identificar cepas de virus con un 
fenotipo intermedio, que mantengan cierta capacidad replicativa, y con ella una expresión 
del antígeno dilatada en el tiempo, pero que a su vez mantengan un fenotipo atenuado.
Para este trabajo se seleccionaron dos mutantes de la cepa WR generados tras infeccio-
nes persistentes en células de eritroleucemia de ratón de Friend que podrían encajar con las 
características requeridas: los mutantes M65 y M101.
Para evaluar si estos virus podrían ser óptimos vectores vacunales decidimos caracte-
rizar en profundidad su capacidad replicativa, su grado de atenuación y sus propiedades 
inmunológicas como posible vacuna frente a la leishmaniasis. Para ello, nos propusimos los 
siguientes objetivos:  
1. Evaluar la capacidad replicativa de los virus M65 y M101 en distintas líneas celulares y 
en ratones BALB/c.
2. Estudiar el grado de atenuación de los virus M65 y M101 en el modelo de ratón BALB/c.
3. Secuenciar y analizar los genomas de los virus mutantes M65 y M101 para estudiar su 
fenotipo a partir de su genotipo.
4. Evaluar la protección obtenida frente a un desafío con distintas cepas de leishmania con 
los virus M65 y M101 recombinantes para el antígeno LACK, en protocolos de inmuni-
zación heterólogos prime/boost (ADN/poxvirus) en el modelo murino de leishmaniasis 
cutánea.
5. Identificar y caracterizar las poblaciones celulares de linfocitos T CD4+ y CD8+ inducidas 
por el protocolo heterólogo de vacunación ADN/poxvirus con los virus M65 y M101 
recombinantes para el antígeno LACK, así como el impacto en dichas poblaciones de la 



























Las líneas celulares empleadas en este trabajo fueron las siguientes: 
•	 A20: Células de un linfoma de células B derivadas de un reticulosarcoma espontáneo 
desarrollado en un ratón BALB/cAnN.
•	 BSC40: Células epiteliales de riñón de mono verde africano (Cercopithecus aethiops). 
•	 BHK21: Línea fibroblastoide de riñón de hámster dorado (Mesocricetus auratus). 
•	 CEF (Chicken embryo fibroblasts): Cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de 
pollo (Gallus gallus) obtenidos a partir de embriones de 9 a 10 días de incubación.
•	 DF1: Fibroblastos embrionarios de pollo (Gallus gallus) inmortalizados.
•	 HeLa: Línea celular procedente de carcinoma epitelial humano de cuello uterino.
•	 3T3: Línea fibroblastoide de ratón (Mus musculus).
1.2. Medios de cultivo
Las líneas celulares BHK21, DF1, 3T3 y CEF se cultivaron en medio esencial mínimo 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) ((Dulbecco & Freeman, 1959); Gibco BRL), 
suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal de ternera (FCS; Sigma), penicilina (100 U/ml; 
Sigma), estreptomicina (100 µg/ml; Sigma), fungizona (0,5 U/ml; Gibco), glutamina (2 mM; 
Merck) y aminoácidos no esenciales (Sigma) (DMEM completo). La línea celular BSC40 se 
cultivó en el mismo medio pero suplementado con 10 % de suero de ternera recién nacida 
(NCS; Sigma).
Para los cultivos primarios de linfocitos de bazo y la línea celular A20 se empleó el me-
dio RPMI-1640 (Gibco BRL), suplementado con 10 % de FCS, penicilina, estreptomicina, 
β-mercaptoetanol (10 µM; Sigma), HEPES pH 7.4 (10 mM) y L-glutamina (2 mM). 
Para la transfección transitoria de cultivos celulares se utilizó OPTIMEM (Gibco).
Para las infecciones, se empleó DMEM completo durante la hora de adsorción, tras la 
cual se retiró el inóculo y se añadió DMEM completo suplementado con 2 % de suero.
Todas las líneas celulares se mantuvieron en un incubador a una temperatura de 37 ºC 
(salvo las DF1 que se mantuvieron a 39 ºC) y un porcentaje de CO2 del 5 %.
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1.3. Obtención de fibroblastos embrionarios de pollo (CEF)
Los cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de pollo se obtuvieron a partir de 
embriones de 9 a 10 días de incubación, suministrados por Intervet (Salamanca). La cáscara 
se lavó con etanol y se colocó sobre un soporte con el polo más ancho hacia arriba. Con 
pinzas estériles se abrió el cascarón y se rompió la membrana corioalantoidea para penetrar 
en la cavidad amniótica. El embrión extraído del huevo se decapitó y evisceró. El tejido re-
sultante se lavó tres veces con tampón fosfato salino (PBS) precalentado a 37 ºC y se troceó 
mecánicamente con ayuda de unas tijeras. La papilla resultante se digirió con tripsina (10 ml 
de tripsina al 0.25 % en PBS/embrión; Sigma) a 37 ºC durante 1 hora, tras lo cual se filtró a 
través de una rejilla metálica, se le añadió un volumen igual de medio DMEM completo y se 
centrifugó a 1500 rpm durante 25 min. El precipitado de células resultante se resuspendió 
en un volumen adecuado de medio DMEM suplementado con 5 % FCS, penicilina, estrep-
tomicina y fungizona.
1.4. Bacterias
La cepa de Escherichia coli utilizada para las transformaciones, obtención de clones y 
crecimiento de los plásmidos fue DH5a. Para la expresión y purificación de la proteína 
LACK-His se utilizó la cepa BL21 (pLys). Las bacterias se cultivaron en medio LB (Luria-
Bertani) (1 % bacto-triptona, 1 % NaCl, 0.5 % extracto de levadura) (Sambrook et al., 1989), 
suplementado con 100 µg/ml de ampicilina (Boehringer Mannhein).
1.5. Leishmania
En el presente estudio se utilizaron dos especies de Leishmania: 
Leishmania major: Cepa WHOM/IR/-173, cedida por el Dr. Nicolas Glainchenhaus del 
Centre Nacional de la Recherche Scientifique, Francia (Mougneau et al., 1995a). 
Leishmania amazonensis: Cepa LTB0016, cedida por la Dr. Diane McMahon-Pratt, del 
Departamento de Epidemiología y Salud Pública de la Universidad de Medicina de Yale, 
New Haven, Estados Unidos.
Para el cultivo de los promastigotes de Leishmania major se empleó el medio de insecto 
de Scheneider’s (Sigma-Aldrich) suplementado con 20 % FCS, kanamicina (100 µg/ml; Sig-
ma), penicilina (10 U/ml), estreptomicina (10 µg/ml) y glutamina (2 mM). Para el cultivo de 
los promastigotes de Leishmania amazonensis se empleó el medio de insecto de Scheneider’s 
(Sigma-Aldrich) suplementado con 20 % FCS, Gentamicina (17.5 µg/ml) y glutamina (2 mM).
1.6. Virus
Los virus utilizados en el presente trabajo fueron la cepa salvaje WR (Western Reserve) 
cedida por el Dr. Rostom Bablanian de la Universidad Estatal de Nueva York, la cepa atenuada 
MVA (Modified vaccinia Ankara) cedida por el Dr. Gerd Sutter del Instituto de Virología Mole-
cular de Munich (Alemania) y las cepas mutantes en estudio M65 y M101 del virus Vaccinia 




Los plásmidos utilizados en este estudio se describen a continuación:
•	 pCI-NEO: Vector comercial (Promega) de expresión eucariota que contiene el promotor/
potenciador del citomegalovirus humano, un intrón quimérico y la señal de poliadenila-
ción del virus SV40. Contiene además el promotor de la polimerasa T7. Como marcado-
res de selección incluye los genes de resistencia a ampicilina y a neomicina.
•	 pCI-NEO-LACK: Plásmido obtenido al insertar el gen de la proteína LACK de L. infantum 
en el plásmido comercial pCI-NEO. Este plásmido fue generado previamente a la reali-
zación de el presente estudio.
•	 pRSETB-LACK-His: Vector de expresión en procariotas derivado del plásmido comercial 
pRSET B (Invitrogen) que contiene el gen de la proteína LACK de L. Infantum bajo el 
control del promotor T7 y como proteína de fusión con un dominio de seis histidinas 
fusionadas en el extremo amino terminal, que permite la purificación por cromatografía 
de afinidad en columnas de níquel. Como marcador de selección contiene el gen de re-
sistencia a ampicilina. Este plásmido fue generado y cedido por la Dra. Gloria González-
Aseguinolaza (Gonzalez-Aseguinolaza et al., 1999).
•	 pSC11-Luc: vector utilizado para la inserción del gen de la luciferasa en el genoma de 
VACV mediante recombinación homóloga en el locus de la Timidina quinasa (TK) (Ro-
driguez et al., 1988). La expresión del gen heterólogo se encuentra bajo el control del 
promotor viral sintético temprano/tardío (p7.5) y el gen marcador para la selección de 
virus recombinantes es el gen de la β-glucuronidasa que se encuentra bajo el control 
transcripcional del promotor viral tardío p11. Como gen de selección contiene el gen de 
resistencia a ampicilina.
Virus recombinante Proteína recombinante Promotora Locusb
WR-Luc Luciferasa (Photinus Pyralis) p7.5 TK
M65-Luc Luciferasa (Photinus Pyralis) p7.5 TK
M101-Luc Luciferasa (Photinus Pyralis) p7.5 TK
MVA-Luc Luciferasa (Photinus Pyralis) p7.5 TK
M65-LACK LACK (Leishmania infantum) pE/L HA
M101-LACK LACK (Leishmania infantum) pE/L HA
MVA-LACK LACK (Leishmania infantum) pE/L HA
Tabla 1. Virus Vaccinia utilizados. a Promotor bajo el control del cual se expresa la proteína recombinante. 
p7.5: Promotor viral temprano/tardío; pE/L: promotor viral sintético temprano/tardío.
 b Locus de inserción del gen 









Anticuerpo policlonal generado en conejo 
que reconoce específicamente la proteína 
LACK de L. infantum
Centro Nacional  
de Biotecnología, Madrid
Conejo α WR
Anticuerpo policlonal generado en conejo 
contra las proteínas de la cepa WR del virus 
Vaccinia
(Demkowicz et al., 1992)
Rata α IFNγ de ratón
Anticuerpo monoclonal de isotipo IgG1 que 
reconoce el IFNγ murino; clon R4-6A2
BD Pharmingen, San Diego, CA
Conejo α CD16/CD32 de ratón
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
receptor Fcγ III/II de ratón; clon 2.4G2
BD Pharmingen, San Diego, CA
Anticuerpos conjugados (Western Blot)
Cabraα IgG de conejo - HRP
Anticuerpo policlonal generado en cabra 




Rata α IFNγ de ratón-Biotina
Anticuerpo monoclonal de isotipo IgG1 que 
reconoce el IFNγ murino conjugado con bio-
tina; clon XMG1.2
BD Pharmingen, San Diego, CA
Anticuerpos conjugados (FACS)
Rata α CD3a de ratón - FITC
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
antígeno CD3 (gd TCR-positive T-T hybri-
doma D1) de ratón conjugado con isotiocia-
nato de fluoresceína; clon 17A2
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α CD4-Alexa700
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
antígeno CD4 (L3T4) de ratón conjugado con 
Alexa700; clon RM4-5
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α CD8a-PerCP
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
antígeno CD8a (Ly-2 o Lyt-2) de ratón conju-
gado con ficoeritrina y peridina-clorofil-pro-
teína; clon 53-6.7
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α CD8-HorizonV500
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
antígeno CD8a (Ly-2 o Lyt-2) de ratón conju-
gado con HorizonV500; clon: 53-6.7
BD Pharmingen, San Diego, CA
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2.2. Antígeno soluble de Leishmania (ASL)
El antígeno soluble de Leishmania se preparó a partir de cultivos de promastigotes de 
L. major o L. Amazonensis en fase estacionaria de crecimiento a una densidad aproximada de 
2 × 108 promastigotes/ml. Los cultivos se recogieron y se centrifugaron a 3000 rpm durante 
15 min. a 4 ºC. Tras varios lavados con PBS, el precipitado se resuspendió en 5 ml de PBS 
y se sometió a cinco ciclos de congelación/descongelación. Posteriormente se centrifugó a 
3000 rpm durante 15 min. a 4 ºC y se recogió el sobrenadante en alícuotas de 0.5 ml. La con-
centración de proteína se determinó utilizando el método BCA (ácido bicinconínico) de Pierce.
Anticuerpo Características Procedencia
Rata α CD44-SPRD
Anticuerpo monoclonal generado frente un 
epítopo próximo al dominio de unión de Hia-
luronato de CD44 de ratón conjugado con 
«spectral red» o SPRD
Beckton Coultek
Rata α CD62-FITC
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
antígeno CD62L (L-Selectina; LECAM-1, 
Ly-22) de ratón conjugado con isotiocianato 
de fluoresceína; clon: MEL-14
eBioscience
Rata α IFNγ-APC
Anticuerpo monoclonal generado frente a la 
proteína recombinante IFNg de ratón conju-
gado con aloficocianina; clon: XMG1.2 
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α IFNγ-PECy7
Anticuerpo monoclonal generado frente a la 
proteína recombinante IFNg de ratón con-
jugado con el tándem ficoeritrina-cianina 7; 
clon: XMG1.2
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α IFNγ-PerCP-PECy5.5
Anticuerpo monoclonal generado frente a la 
proteína recombinante IFNg de ratón conju-




Anticuerpo monoclonal generado frente a la 
proteína recombinante IL-2 de ratón conju-
gado con aloficocianina; clon: JES6-5H4
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α IL2-PE
Anticuerpo monoclonal generado frente a la 
proteína recombinante IL-2 de ratón conju-
gado con ficoeritrina; clon: JES6-5H4
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α TNFα-PECy7
Anticuerpo monoclonal generado frente a la 
proteína recombinante TNFα de ratón conju-
gado con ficoeritrina-cianina 7; clon: MP6-
XT22
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α TNFα de ratón - PE
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
TNFα de ratón conjugado con ficoeritrina; 
clon: MP6-XT22
BD Pharmingen, San Diego, CA
Rata α CD107a-Alexa488
Anticuerpo monoclonal generado frente al 
antígeno CD107a (LAMP-1) de ratón conju-
gado con Alexa488; clon: 1D4B
eBioscience




El péptido FSPSLEHPIVVSGSWDN está contenido en la proteína LACK de L. major (ami-
noácidos 157-173; LACK157-173). Fue generado por el servicio de proteómica del Centro Na-
cional de Biotecnología. Este péptido de 17 aminoácidos se encuentra también en la pro-
teína LACK de L. infantum y de la análoga L. chagasi (Gonzalez-Aseguinolaza et al., 1999). 
2.4. Oligonucleótidos
Los oligonucleótidos utilizados en este estudio aparecen detallados en la siguiente tabla: 
2.5. Tampones
•	 PBS: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2PO4 8 mM y KH2PO4 1.5 mM.
•	 Tampón de carga (Laemmli): Tris-HCl 50 mM pH 6.8, SDS 2 %, β-mercaptoetanol 5 %, 
glicerol 10 % y azul de bromofenol 0.012 %. 
•	 Tampón de electroforesis para SDS-PAGE (Tris-glicina SDS): Tris 25 mM, glicina 192 mM 
y SDS 0.1 %.
•	 Tampón citrato-fosfato: Na2HPO4 0.2 M y citrato sódico 0.1 M.
•	 Tampón carbonato (0.1 M pH 9.6): Na2CO3 0.2 M y NaHCO3 0.2 M. 
•	 Tampón de Proteinasa K: Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM y SDS 1 %.
•	 TBE: Tris-Borato pH 8.3 90 mM y EDTA 2 mM.
•	 TBS: 0.5M Tris Base, 9 % NaCl, pH 8.4.
•	 Tampón de carga de ADN: Xylen-cyanol 0.25 %, glicerol 30 % y azul de bromofenol 0.25 %.
Oligonucleotido Secuencia (5’ ® 3’) Molde
HA1 GTCACGTGTTACCACGCA HA WR MVA
HA2 GATCCGCATCATCGGTGG HA WR
HAMVA TGACACGATTACCAATAC HA MVA
TK1 AACGGCGGACATATTCAG TK WR MVA
TK2 ATGAGTCGATGTAACACT TK WR MVA
MYC A GGCGAATGGGTGAGTAACACG Mycoplasma





3.1. Manipulación del ADN
Para la preparación y transformación de células competentes, la purificación de plásmi-
dos, el aislamiento de fragmentos de ADN y las clonaciones, se ha seguido la metodología 
descrita en el libro Molecular Cloning: a laboratory manual (Sambrook et al., 1989).
3.1.1. Transfección transitoria de cultivos celulares
Para la transfección transitoria de cultivos celulares se utilizó lipofectamina (Invitrogen) en 
monocapas subconfluentes (80 %) de células. Tanto el ADN plasmídico como la lipofectami-
na se diluyeron en medio OPTIMEM (10 µg ADN/3x106 células; 3 µl lipofectamina/µg ADN). 
La solución de lipofectamina se mezcló con la solución que contiene el ADN, y se incubó 
durante 20 min. a temperatura ambiente, tras lo cual se añadió a las células. Después de 
5-8 horas, las células se lavaron y se añadió medio DMEM suplementado con 2 % de suero. 
Las células se recogieron en tampón de carga a distintos tiempos post-transfección según 
el experimento. Para la nucleofección de células A20 -presentadoras de antígeno utilizadas 
para la re-estimulación de esplenocitos- se utilizó el kit comercial AmaxaTM SF Cell Line 4D-
NucleofectorTM X Kit L (LONZA, Cologne, Germany) y el nucleofector 4D (LONZA, Cologne, 
Germany). 2x106 células A20 se resuspendieron en 100 µl de la mezcla de nucleofección. 
Posteriormente, se añadieron 6 µg de ADN plasmídico y se transfirió el volumen a la cubeta 
de nucleofección. Se nucleofectaron utilizando el programa de linfocitos B murinos y el 
pulso DI 100. Tras la nucleofección las células se sembraron en pocillos de MW12 en RMPI 
suplementado con 10 % (v/v) FCS hasta su uso.
3.1.2. Análisis por PCR
Las reacciones de PCR para el análisis de la pureza de los virus recombinantes se llevaron 
a cabo en un volumen final de 25 µl por reacción y contenían 200 ng de molde de ADN vi-
ral, 100 ng de cada oligo, 1 unidad de Platinum Taq ADN polimerasa (Invitrogen), 0.2 mM de 
cada deoxinucleótido en el tampón suministrado por la casa comercial (Invitrogen), suple-
mentado con 2 mM de MgCl2. Se empleó un termociclador PTC-100
TM Programmable Termal 
Controller (MJ Research, INC.). El programa de PCR utilizado para amplificar la región conte-
nida entre las secuencias flanqueantes de la HA fue el siguiente: Una etapa de desnaturaliza-
ción inicial de 5 min. a 95 ºC seguida de 35 ciclos de desnaturalización (1:30 min. a 95 ºC), 
anillamiento (45 segundos a 55 ºC) y extensión (1:30 min. a 72 ºC); seguido de una extensión 
final de 7 min. a 72 ºC. El programa de PCR utilizado para amplificar la región contenida 
entre las secuencias flanqueantes de la TK fue el siguiente: Una etapa de desnaturalización 
inicial de 3 min. a 95 ºC seguida de 35 ciclos de desnaturalización (1:30 min. a 95 ºC), ani-
llamiento (1 min. a 55 ºC) y extensión (1:30 min. a 72 ºC); seguido de una extensión final 
de 7 min. a 72 ºC. El programa de PCR utilizado para la detección de micoplasmas fue el 
siguiente: Una etapa de desnaturalización inicial de 3 min. a 95 ºC seguida de 35 ciclos de 
desnaturalización (2 min. a 95 ºC), anillamiento (30 seg. a 60 ºC) y extensión (1:30 min. a 
72 ºC); seguido de una extensión final de 7 min. a 72 ºC.
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3.1.3. Purificación de ácidos nucleicos
Purificación de fragmentos de ADN.
El aislamiento y purificación de fragmentos de ADN se realizó a partir de geles de agarosa 
utilizando el Kit de extracción de gel QIAquick (Qiagen).
Purificación de ADN plasmídico.
Para el análisis de transformantes se realizó la purificación de pequeñas cantidades de ADN 
de un cultivo de bacterias crecido en un volumen de 3 ml de LB suplementado con ampicilina, 
siguiendo el método de lisis alcalina descrito por Sambrook y cols. (Sambrook et al., 1989).
Para la producción de grandes cantidades de ADN plasmídico se utilizaron las columnas 
QIAGEN-tip 500 (QIAGEN) siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante. Estas prepa-
raciones de plásmidos se emplearon para secuenciación y transfección de células de mamífero. 
Para la purificación de ADN destinado a las inmunizaciones de los animales se utilizó el Mega-
Prep Endo-Free Kit (QIAGEN) resuspendiéndose el ADN en agua bidestilada libre de pirógenos.
Purificación de ADN viral.
El ADN viral destinado al análisis por PCR de la pureza de los virus recombinantes se 
obtuvo a partir de monocapas de células infectadas. Cuando se observó efecto citopático, la 
monocapa se recogió y, tras dos lavados con PBS centrifugando a baja velocidad, el precipita-
do se conservó a -20 ºC hasta su utilización. Para la extracción del ADN, se resuspendieron las 
células en Tris-HCl 50 mM pH 8.0, y se añadió Proteinasa K (200 µg/ml, Roche) en su tampón 
correspondiente (50 mM Tris-Hcl pH=8, 100 mM EDTA pH=8, 100 mM NaCl, 1 % SDS). Se 
incubó a 55 ºC durante 1-2 horas, tras lo cual se añadió RNAsa (40 µg/ml, Roche) y se incubó 
a temperatura ambiente durante 30 min. Una vez finalizada la incubación, se añadió NaCl 
saturado y se mezcló cuidadosamente. A continuación se centrifugó a 10000 rpm durante 
10 min. a temperatura ambiente. Se recogió el sobrenadante y se mezcló con isopropanol (pro-
porción 1:0.7). La mezcla se centrifugó a 10000 rpm durante 10 min., el precipitado se lavó 
con etanol al 75 % y de nuevo se centrifugó 10 min. Finalmente, el ADN precipitado se secó a 
temperatura ambiente y se resuspendió en 30 µl de agua estéril durante toda la noche a 4 ºC.
El ADN viral destinado a la secuenciación de los genomas se obtuvo a partir de prepara-
ciones de virus purificado por gradiente. Brevemente, 5x108 ufp de virus se resuspendieron 
en 1 ml de buffer que contenía 50 mM Tris-Hcl pH 8, 50 mM NaCl, 50 mM MgCl2. La suspen-
sión se incubó con 20 unidades de ADNasa libre de ARNasa (Roche Applied Science, USA) 
30 min. a 37 ºC. Tras el tratamiento con ADNasa se añadío sarcosyl a una concentración final 
de 0.5 %. Posteriormente se incubó la muestra 1 hora a 37 ºC con Proteinasa K (Quiagen) a 
una concentración final de 200 µg/ml. Se añadió un volumen de fenol equilibrado y se mez-
cló la muestra por inversión, centrifugándose posteriormente a 13000 rpm durante 5 min. Se 
recogió el sobrenadante y se le añadieron dos volúmenes de cloroformo/alcohol Isoamílico 
(1:1) y la muestra se centrifugó 12000 rpm durante 5 min. Posteriormente se resuspendió la 
muestra en dos volúmenes de etanol al 100 % y se añadió cloruro sódico a una concentración 
final de 0.2 M. Se dejó precipitar el ADN incubándolo durante la noche a -20 ºC. Tras la incu-
bación la muestra se centrifugó 10000 rpm durante 5 min. El precipitado se lavó con etanol al 
75 %, se centrifugó de nuevo y se dejó secar antes de resuspenderlo en 200 µl de H20. La con-
centración de ADN se midió utilizando un NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, USA).
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Secuenciación masiva y análisis de las secuencias.
La preparación de la biblioteca se realizó de acuerdo a las recomendaciones de Illumina. 
Brevemente, 5 µg de ADN genómico se fragmentaron con el objetivo de obtener secuencias 
de un tamaño máximo de 250 pares de bases. Tras finalizar la reparación de los extremos 
y la poliadenilación de las colas; adaptadores internos se ligaron al ADN. La selección tras 
la ligación se realizó en geles de agarosa al 2 %, recuperándose fragmentos de alrededor de 
250 pares de bases. El ADN se recuperó del gel usando el método de extracción comercial 
QIAquick (QIAGEN), y el ADN se amplificó empleando 12 ciclos de PCR usando el estándar 
de PE Illumina. La calidad de las bibliotecas se confirmó con el Agilent 2100 Bioanalyzer. Las 
bibliotecas cuantificadas fueron cargadas como grupos en un carril de una celda de flujo illu-
mina y secuenciadas en el Analizador de Illumina Genoma IIx con un programa de 36 ciclos.
El alineamiento de los fragmentos de secuencias con el genoma de vaccinia se realizó 
utilizando BWA (Li & Durbin, 2009). Los ficheros de alineamientos en formato SAM se 
transformaron a formato BAM, y se indexaron con SAMtools (Li et al., 2009). Para detectar 
de forma estadística polimorfismos de simple nucleótido (SNPs), así como inserciones o 
deleciones (INDELs), se utilizó GenomeAnalysisToolKit (GATK) (McKenna et al., 2010). La 
opción IndelRealigner se aplicó para refinar alineamientos.
3.2. Manipulación de virus
3.2.1. Generación de los virus vaccinia recombinantes M65-Luc y M101-Luc
Para la generación de los virus recombinantes se utilizó la metodología descrita en Current 
protocols in Molecular Biology (actualización de Earl y Moss, 1991). Para la construcción de 
recombinantes basados en los virus mutantes M65 y M101 derivados de la estirpe salvaje WR 
se infectaron monocapas subconfluentes de células BSC40 a una multiplicidad de infección 
de 0.05 ufp/célula. Tras una hora de adsorción, se retiró el inóculo y se llevó a cabo la trans-
fección del plásmido de inserción correspondiente en forma de complejos de ADN-liposomas 
formados durante 20 min. a temperatura ambiente con 10 µg de ADN y 30 µl de lipofecta-
mina en medio OPTIMEM (Gibco). La mezcla se retiró 5 horas después de la transfección 
añadiéndose medio DMEM completo suplementado con 2 % de NCS. 48 horas después de 
la infección-transfección se recogieron las células y se lisaron mediante tres ciclos sucesivos 
de congelación/descongelación y posterior sonicación. Con los extractos obtenidos se infec-
taron nuevamente monocapas de células BSC40 a diferentes diluciones y tras la adsorción se 
añadieron 2 ml de una mezcla 1:1 de agar (1.9 %) y DMEM 2X, suplementado con 2 % NCS. 
48 horas después, cuando las placas de lisis fueron visibles al microscopio, se añadió el sustrato 
correspondiente al gen de selección del plásmido de inserción (X-gluc 0.03 %) en 1 ml de agar 
(1.9 %) y DMEM 2X (1:1) (Carroll & Moss, 1995). Las placas de lisis que desarrollaron color 
azul, correspondientes a los virus recombinantes, fueron aisladas, resuspendidas en 500 µl 
y utilizadas como inóculo para infectar nuevos cultivos en monocapa de BSC40. El proceso 
de selección se repitió al menos tres veces (plaqueos). Para confirmar la pureza de los virus 
recombinantes se llevó a cabo un análisis por PCR y también se evaluó la expresión de lucife-
rasa lisando las células infectadas con los virus recombinantes con buffer de lisis (Promega) y 
midiendo la actividad luciferasa en presencia de luciferina y ATP mediante la utilización de un 
luminómetro Lumat LB 9501 (Berthold Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante.
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3.2.2. Purificación de virus
La purificación de los virus por gradiente de sacarosa se realizó de acuerdo con el méto-
do descrito inicialmente por Joklik (Joklik, 1962) y Esteban (Esteban, 1984). Células BSC40 
o BHK21 fueron utilizadas para la infección con los virus WR, M65 y M101 mientras que 
células CEF fueron utilizadas para la infección con MVA. Las distintas líneas celulares fueron 
infectadas a una multiplicidad de infección de 0.01 ufp/célula. Cuando el efecto citopáti-
co fue patente, se recogieron las células y se centrifugaron durante 15 min. a 2000 rpm, 
resuspendiéndose el precipitado en tampón Tris-HCl 10 mM pH 9.0. A continuación, se 
realizaron dos ciclos de sonicación/centrifugación (tres pulsos de 10  segundos/1500 rpm 
durante 15 minutos). Los sobrenadantes recogidos en cada ciclo se centrifugaron (1 hora 
a 20000 rpm a 4 ºC, en rotor SW28, Beckman) sobre un colchón de sacarosa al 36 % en 
Tris-HCl 10 mM pH 9.0. En el caso de los virus basados en MVA y WR el precipitado se re-
cogió y se centrifugó sobre otro colchón de sacarosa en las mismas condiciones. En el caso 
de los virus mutantes M65 y M101, el precipitado se resuspendió y se volvió a centrifugar 
durante 20 minutos a 15000 rpm a 4 ºC en un gradiente de sacarosa desde 20 % a 45 % en 
Tris-HCl 10mM pH 9.0. La banda de virus se recogió y se volvió a centrifugar a 20000 rpm 
durante 45 minutos a 4 ºC para eliminar los restos de sacarosa. Los virus purificados se titu-
laron, se dispensaron en pequeños volúmenes y se congelaron a -80 ºC hasta su utilización.
3.2.3. Titulación de virus
Para la infección de los cultivos celulares y la titulación de virus se han empleado las téc-
nicas habituales detalladas en el libro de protocolos Current protocols in molecular biology 
(Earl y Moss, 1991).
La titulación de la cepa WR y M65 se realizó en la línea celular BSC40, bien en medio 
líquido o en medio sólido (agar 1.9 %: DMEM 2X, 1:1). A 48 ó 72 horas postinfección (en el 
caso de utilizar medio líquido o medio sólido, respectivamente), se tiñeron las células con 
cristal violeta (0.5 % en metanol al 20 %), revelándose las placas de lisis. 
La titulación de los recombinantes basados en MVA y M101 se llevó a cabo por inmuno-
tinción en las línea celulares CEF, DF1 o BHK21, en el caso de MVA y BSC40 en el caso de 
M101. Monocapas de células se infectaron con distintas diluciones del virus y 36 ó 48 horas 
postinfección para MVA ó M101 respectivamente, se realizó la inmunotinción. Para ello, las 
monocapas infectadas se lavaron con PBS y se fijaron con metanol:acetona (1:1) durante 
dos minutos a temperatura ambiente. Una vez fijadas, se lavaron con PBS y se incubaron 
con una dilución 1:1000 de un anticuerpo policlonal de conejo frente a proteínas de vac-
cinia en PBS + 3 % FCS durante 90 minutos en agitación suave a temperatura ambiente. A 
continuación, se realizaron dos lavados con PBS y se incubó con el anticuerpo secundario 
anti-conejo generado en cabra conjugado con peroxidasa (diluído 1:1000 en PBS + 3 % FCS) 
durante 90 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó con PBS dos veces y se 
reveló con una solución de 3,3’-diaminobenzidina tetrahydrochloride (DAB, Sigma) en PBS 
 (0.83 mg/ml), suplementada con NiSO4 3 % (0.01 %) y H2O2 30 % (0.001 %). Tras la apari-
ción de señal en las células infectadas la reacción se detuvo retirando la mezcla de revelado 
y lavando con PBS. El titulo se refirió como ufp/ml.
Materiales y métodos
57
3.2.4. Curvas de crecimiento
Para analizar la eficiencia de replicación de las distintas cepas virales en las líneas ce-
lulares analizadas en este estudio, monocapas de células fueron infectadas a una multipli-
cidad de 0.01 ufp/célula con cada virus. Tras una adsorción de 60 min. a 37 ºC, se retiró el 
inoculo y se añadió medio DMEM fresco suplementado con 2 % FCS. A distintos tiempos 
postinfección se recogieron los sobrenadantes (que fueron mantenidos a 4 ºC hasta su titula-
ción durante un tiempo nunca superior a 48 horas) para la determinación del virus liberado 
(EVs). Para el estudio de los MVs se lisaron las células mediante tres ciclos de congelación/
descongelación y sonicación. Las partículas virales fueron contabilizadas por la técnica de 
inmunotinción descrita en el apartado 3.2.3.
3.3. Manipulación de proteínas 
3.3.1. Purificación de la proteína LACK de L. infantum
Para purificar la proteína recombinante LACK-His se transformaron bacterias BL21 con el 
plásmido pRSETB-LACK-His, se plaquearon en placas de LB sólido suplementado con am-
picilina a una concentración final de 75 µg/ml, y se cultivaron toda la noche a 37 ºC. Al día 
siguiente se picaron placas y se crecieron 8 horas en 3 ml de LB (suplementado con 100 µg/ml 
de ampicilina) a 37 ºC con agitación. Se escaló el cultivo (en proporción 1:250) a un volumen 
de 500 ml y se indujo con IPTG a una concentración final de 0.5 mM, incubándose toda la 
noche a 37 ºC con agitación. El cultivo se centrifugó y las bacterias se lisaron con una solu-
ción a pH 8.0 (NaH2PO4 50 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8.0, Urea 8 M y NaCl 100 mM). A con-
tinuación se purificó el extracto por cromatografía de afinidad utilizando la resina TALON® 
(Clontech) que tiene elevada afinidad por la secuencia de histidinas localizada en el extremo 
amino terminal de la proteína LACK. La columna se lavó con soluciones de lisis con Imida-
zol a una concentración final de 10 mM y la elución se llevó a cabo con una solución con 
Imidazol 200 mM (NaH2PO4 50 mM, Urea 8 M, PIPES 200 mM y NaCl 500 mM). La proteína 
presente en las distintas fracciones eluídas se dializó utilizando columnas PD-10 Desalting 
Column (GE Healthcare), dejando la proteína en PBS. Seguidamente se comprobó su pureza 
en gel SDS-PAGE y su reactividad con anticuerpos específicos mediante transferencia Wes-
tern. La determinación de la concentración de proteína se realizó mediante cuantificación 
por Bradford (Bio-Rad) comparando con una curva patrón de seroalbúmina bovina (BSA).
3.3.2. Análisis de las proteínas en SDS-PAGE
Las muestras de proteínas fueron analizadas mediante electroforesis monodimensional 
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE desnaturalizantes) según el pro-
tocolo de Sambrook y cols (Sambrook et al., 1989). El porcentaje de acrilamida varió de-
pendiendo del peso molecular de la proteína de interés. Cuando fue necesario, los geles se 
fijaron en una solución que contiene 50 % isopropanol y 7 % ácido acético, y posteriormente 




3.3.3. Transferencia de SDS-PAGE e inmunodetección en membrana 
(Western blot)
Para la transferencia de geles SDS-PAGE a membranas de nitrocelulosa se empleó el 
sistema semi-seco (Gelman Sciences) siguiendo el protocolo descrito por Towbin (Towbin 
et al., 1979). Se empleó un sistema discontinuo de tres soluciones tamponadas de transfe-
rencia: Tampón A (300 mM Tris y 20 % metanol), Tampón B (25 mM Tris y 20 % metanol) 
y Tampón C (25 mM Tris, 40 mM ácido 6 amino-n-hexanoico y 20 % metanol). El gel y la 
membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell) prehidratada en agua destilada, se colo-
caron entre papeles Whattman-3MM® empapados en estos tampones. La transferencia se 
efectuó a una intensidad de corriente constante de 200 mM durante 45 min. Se verificó la 
transferencia mediante tinción reversible con el colorante rojo Ponceau (0.2 % Ponceau en 
3 % TCA; Sigma).
La membrana de nitrocelulosa se saturó con una solución de leche en polvo desnatada 
disuelta al 5 % en PBS a temperatura ambiente con agitación suave durante 20 min. La in-
cubación con los anticuerpos se efectuó en esa misma solución de saturación. El anticuerpo 
primario se incubó a 4 ºC durante 16 horas, mientras que la incubación con el anticuerpo 
secundario se realizó durante 90 min. a temperatura ambiente. Los lavados intermedios se 
realizaron en PBS con 0.05 % Tween 20 (PBST) con agitación a temperatura ambiente du-
rante 15 min. 
El revelado de las bandas de proteína reconocidas por los anticuerpos correspondientes 
se efectuó mediante el sistema luminol ECL® (Amersham), exponiendo una película autorra-
diográfica X-OMAT (Kodak). 
3.4. Técnicas inmunológicas
3.4.1. Determinación de las células T secretoras de IFNγ por el ensayo 
de ELISPOT
Para detectar las células T secretoras de IFNγ específicas de antígeno se utilizó el ensayo 
de ELISPOT (Miyahira et al., 1995). En resumen, placas de 96 pocillos con fondo de nitroce-
lulosa (Millipore) se cubrieron con 75 µl/pocillo de una solución del anticuerpo monoclonal 
de rata anti-IFNγ murino (clon R4-6A2, Pharmingen, San Diego, CA) a una concentración de 
6 µg/ml en PBS. Tras incubarlo toda la noche a temperatura ambiente, se lavaron los pocillos 
tres veces con medio RPMI y finalmente se incubó con medio suplementado con 10 % FCS 
durante al menos una hora a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5 %. Los bazos de los animales 
inmunizados se recogieron en medio RPMI + 10 % FCS y se homogenizaron en un separador 
celular (Falcon). Las células disgregadas se centrifugaron durante 5 min. a 1500 rpm a 4 ºC, y 
se lavaron dos veces con RPMI + 10 % FCS. Se lisaron los eritrocitos añadiendo NH4Cl 0.1 M 
(2 ml/bazo) durante 3-5 min. a 4 ºC. Transcurrido este tiempo se añadió RPMI + 10 % FCS y 
se centrifugó, se lavó dos veces más con RPMI + 10 % FCS y finalmente las células se resus-
pendieron en 5 ml de RPMI + 10 % FCS. Se contó el número de esplenocitos vivos mediante 
tinción con azul tripan (4 % en agua; Sigma). 
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Las células presentadoras profesionales utilizadas en este ensayo fueron las propias pre-
sentadoras presentes en el bazo. En el caso de evaluar la respuesta específica frente a la pro-
teína LACK, 107 esplenocitos se reestimularon con 25 µg/ml de la proteína sonicada. El lisado 
ASL se utilizó a una concentración final de 10 µg/ml. Finalmente para analizar la respuesta 
frente a los antígenos de vaccinia, se pulsaron los esplenocitos con el péptido VGPSNSPTF 
de la proteína de vaccinia E3 a una concentración final de 10 µg/ml. Se añadieron 100 µl/po-
cillo de 107 esplenocitos/ml y diluciones 1/2 (1/3 en el caso de esplenocitos estimulados con 
el péptido E3). Las placas se incubaron durante 48 horas a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5 %, 
se lavaron 5 veces con PBST, y se incubaron con 2 µg/ml del anticuerpo monoclonal de rata 
anti-IFNγ biotinilado XMG1.2 (Pharmingen) diluido en PBST, durante 2 horas a temperatura 
ambiente. Posteriormente se lavaron las placas 5 veces con PBST y se añadió una dilución 
1/800 de avidina-peroxidasa (0.5 mg/ml; Sigma). Tras 1 hora a temperatura ambiente se lavó 
3 veces con PBST y dos con PBS, añadiéndose finalmente la mezcla de revelado: 1 µg/ml del 
sustrato DAB (Sigma), resuspendido en Tris-Cl 50 mM pH 7.5, 0.015 % de H2O2. La reacción 
se detuvo lavando la placa con abundante agua, y una vez seca se realizó el recuento de los 
puntos con la ayuda del software AID ELISPOT reader system (Vitro).
3.4.2. Análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo
Los esplenocitos se sembraron en una placa de 96 pocillos de fondo cóncavo (4x106 
células en 100 µl de RPMI 10 % FCS). Se añadió 100 µl del estímulo a las mismas concen-
traciones utilizadas para el ELISPOT. En los grupos control se estimuló con una preparado 
comercial de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), Ionomicina y Brefeldina (Leukocyte Acti-
vation Cocktail, BD Biosciences) a la concentración recomendada por el fabricante. Tras dos 
horas de incubación se añadió Brefeldina (1 µl/pocillo) para inhibir el transporte intracelular 
y se dejó incubar 4 horas a 37 ºC. Las células se lavaron (centrifugación a 1500 rpm, agitación 
del botón de células y adición de 200 µl de PBS) dos veces, se añadieron 100 µl/ pocillo de PBS 
con Violet Dye (0.5 µl/ml; Invitrogen) para evaluar la viabilidad celular y se incubó 30 min. a 
4 ºC y en oscuridad. Se dieron dos lavados y se añadió el marcaje de superficie 50 µl/pocillo de 
las distintas diluciones de los anticuerpos (según lote) en PBS con 2 % FCS. Se incubó 20 min. 
a 4 ºC y en oscuridad. Se realizaron dos lavados y se añadió Cytofix/Cytoperm (100 µl/pocillo; 
BD Biosciences) para permeabilizar las células y se dejó toda la noche a 4 ºC y oscuridad. Al 
día siguiente se hizo un lavado con Permwash 1X (PW; BD Biosciences) y se añadió  FcBlock 
(Purified α-Ratón CD16/CD32 Fcγ type III/II, Pharmigen) diluído 1:250 en PW para bloquear 
los receptores Fc y se incubó 15 min a 4 ºC y oscuridad. Se realizó otro lavado y se añadió 
el marcaje intracelular, 50µl/pocillo de diferentes diluciones de los anticuerpos en PW y 
incubándose 30 min. a 4 ºC y oscuridad. Por último se dieron dos lavados con PW y se resus-
pendieron las células en 400 µl de PBS suplementado con 2 % de FCS. Las muestras fueron 
analizadas utilizando un citómetro LSR II (BDBiosciences).
3.4.3. Análisis de proliferación
Los esplenocitos se lavaron con PBS y se tiñeron con el marcador CFSE (CarboxyFluo-
resceina diacetato Succinimidil Ester) (CelltraceTM CFSE Cell proliferation Kit, Invitrogen) a 
una concentración final de 25 µM durante 7 min. Tras el marcaje se añadió un volumen de 
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FCS durante un minuto a temperatura ambiente. 106 esplenocitos por condición se sem-
braron en una placa de 48 pocillos y se dejaron estimulando con la proteína LACK a una 
concentración final de 25 µg/ml durante 6 días. Posteriormente las células se centrifugaron 
5 min. a 1500 rpm, se lavaron dos veces y se marcaron y evaluaron como se explica en la 
sección de análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo.
3.4.4. Inmunohistoquímica
Pulmones de animales infectados con los distintos virus fueron aislados y fijados en pa-
raformaldehido al 4 % durante 12 horas a 4 ºC, lavados con PBS y mantenidos en etanol al 
70 % a 4 ºC. A continuación, se deshidrataron, se embebieron en parafina y se realizaron cortes 
sucesivos de 5 µm. Para los estudios de histopatología, parte de las secciones se tiñeron con 
hematoxilina y eosina. Para inmunohistoquímica, las muestras se desparafinaron mediante un 
tratamiento con Xilol (20 min.) y se rehidrataron mediante un tratamiento secuencial con distin-
tas graduaciones de etanol. Las muestras se lavaron con agua destilada y se dejaron en TBS. Para 
desenmascarar epítopos de los distintos antígenos virales, se hirvieron las muestras durante 10 
min. en una olla a presión en tampón citrato (10 mM Citrato Sódico, pH=6, 0.05 % Tween 20). 
El bloqueo de la peroxidasa endógena se realizó mediante la inmersión de las muestras en una 
solución de peróxido de hidrógeno al 3 % durante 10 min. Las muestras se trataron con una so-
lución de bloqueo (PBS 1X, suero de cabra 10 %, 1 % BSA, 0.1 % Triton X-100) en una cámara 
húmeda durante 1 hora a temperatura ambiente. Las secciones se incubaron durante la noche 
con el anticuerpo primario RαWR (1:2000 en PBS). Tras varios lavados en TBS las secciones se 
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con una dilución 1:750 de anticuerpo secun-
dario biotinilado CabraαConejo IgG en PBS 1X suplementado con 1 % de BSA seguido de la 
aplicación del complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laborato-
rios Inc, Burlingame, CA). Se detectó la unión de anticuerpos mediante el uso de 3-3´-Tetraclo-
ro-Diaminobenzidina (Sigma, Sant Louis, MO, USA). A continuación, se realizó una tinción con 
hematoxilina Mayer´s (Sigma, Sant Louis, MO, USA) , se deshidrataron de nuevo las muestras y 
se montaron en medio de montaje Micromount (Surgipath, Peterborough, UK). Las imagenes se 
tomaron con un microscopio Zeiss Axiophot (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Ger-
many), usando la tecnología NIKON DIGITAL SIGHT para capturar las imágenes en formato TIFF.
3.5. Manipulación con animales
En todos los ensayos con animales se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 a 8 sema-
nas de edad, obtenidos de Harlan Inc.
3.5.1. Protocolos de inmunización
En los ensayos de replicación de los mutantes los animales fueron inmunizados con 
2x107 ufp/ratón por vía intraperitoneal en un volumen final de 200 µl de PBS.
Para la determinación del grado de patogénesis inducido por los virus mutantes, los ani-
males fueron anestesiados con isofluorano (IsoFlo, Esteve) e inoculados por via intransasal 
con 105 ufp/ratón de WR y 107 ó 108 ufp/ratón de los virus M65 y M101, respectivamente, en 
un volumen final máximo de 30 µl de PBS.
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En todos los ensayos de caracterización de respuesta inmunológica y en los ensayos de 
protección se empleó un protocolo heterólogo, basado en una primera dosis de inmuniza-
ción con 100 µg de ADN plasmídico recombinante para el antígeno LACK (con el plasmi-
do pCINeo-LACK) seguida, 14 días después, de una segunda dosis de inmunización con 
2x107 ufp/ratón de virus vaccinia recombinantes para el mismo antígeno. La inoculación del 
ADN se realizó por vía intradérmica en la zona abdominal, inoculándose 100 µg de ADN 
en 100 µl de agua estéril libre de pirógenos. Los virus recombinantes se inocularon en la 
cavidad intraperitoneal en un volumen total de 200 µl de PBS estéril. Los virus empleados en 
todas las inmunizaciones fueron purificados por gradiente (M65 y M101) o doble colchón de 
sacarosa (MVA) para asegurar su pureza.
Para la evaluación de la respuesta inmunológica, los animales fueron sacrificados 11 días 
después de la segunda dosis (día 25) para caracterizar la respuesta inmunológica adaptativa 
ó 53 días después de la segunda dosis (día 67) para analizar la respuesta inmunológica de 
memoria.
Para los ensayos de protección los animales fueron desafiados según se describe a con-
tinuación. En los ensayos en los que se ha utilizado la cepa de leishmania L. major se han 
realizado dos desafíos distintos: el primero consistente en 5x104 promastigotes metacíclicos 
tres semanas después de la segunda inmunización (día 35) y el segundo consistente en la 
misma dosis de parásito inoculada pasados 53 días de la immunización (día 67). En los en-
sayos en los que se ha utilizado la cepa L.amazonensis se inocularon 2x104 promastigotes 
estacionarios pasados 53 días de la immunización con los distintos virus (día 67).
3.5.2. Obtención de muestras de los animales inmunizados
Para la obtención de los sueros, se recogió la sangre de los animales después de su 
sacrificio mediante inyección intracardíaca a diferentes tiempos postinoculación según el 
experimento. La sangre se incubó 1 hora a 37 ºC y posteriormente toda la noche a 4 ºC. La 
sangre se centrifugó durante 20 min. a 3000 rpm, obteniéndose de este modo el suero, que 
fue almacenado a -80 ºC hasta su utilización. A distintos tiempos postinoculación también se 
extrajo el bazo para determinar los parámetros inmunológicos. 
Para los estudios de replicación de virus in vivo se extrajeron a distintos tiempos postin-
fección las células del peritoneo mediante lavados con 10 ml de PBS estéril.
3.5.3. Determinación de los niveles de luciferasa ex vivo
La expresión génica de los virus recombinantes en los diferentes tejidos se evaluó me-
diante el ensayo de luciferasa descrito previamente por Rodríguez y colaboradores en 1988 
(Rodriguez et al., 1988). Los diferentes tejidos de los ratones individualizados fueron ho-
mogenizados en un tampón de extracción de luciferasa (Promega) con la utilización de un 
homogenizador Ultraturrax T8 (Janke & Kunkel). La actividad luciferasa se midió en presen-
cia de luciferina y ATP mediante la utilización de un luminómetro Lumat LB 9501 (Berthold 
Technologies) siguiendo las indicaciones del fabricante. La señal de luciferasa se expresó 
como Unidades Relativas de Luciferasa (URL) por mg de proteína. El contenido proteico de 
los diferentes tejidos se determinó utilizando el kit comercial BCA (Pierce Biotechnology).
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3.5.4. Infección con Leishmania
3.5.4.1. Mantenimiento de los cultivos de Leishmania spp
Los parásitos se crecieron en estufa a 27 ºC en botellas de cultivo de 25 cm2 en un vo-
lumen de medio de 5 ml. En el manejo de los cultivos de parásitos se emplearon siempre 
técnicas estériles y se tomaron las precauciones indispensables según la normativa europea 
vigente para el cultivo de agentes patógenos. Los promastigotes se almacenaron en medio de 
congelación (90 % FCS, 10 % DMSO) en nitrógeno líquido en viales que contenían aproxi-
madamente 108 promastigotes/ml.
Para preservar la infectividad de los parásitos, se realizaron infecciones periódicas en 
ratones BALB/c sin inmunizar, obteniéndose los promastigotes a partir de las lesiones produ-
cidas. Para ello, se iniciaron cultivos a partir de un homogeneizado de una lesión o nódulo 
linfático, y tras la obtención de promastigotes en fase estacionaria, se centrifugó todo el volu-
men de los cultivos dos veces (3000 rpm, 4 ºC, 15 min.). Las muestras de cultivo se diluyeron 
1:4 en formaldehído (Merck) y se estimó la densidad del cultivo en una cámara de Neubauer 
(BlueBrand), obteniéndose el número de promastigotes/ml. 
En el caso de L. amazonensis, los parásitos obtenidos a partir de aspirados se diluyeron al 
menos dos veces, utilizando diluciones 1:200 ó 1:2000 de los cultivos, con el fin de obtener 
promastigotes sincronizados. Una vez diluídos dos veces los cultivos obtenidos por aspira-
dos de ratones infectados, se dejaron 5 días en cultivo hasta alcanzar la fase estacionaria y 
se lavaron con PBS previamente a su inoculación.
3.5.4.2. Infección experimental con L. Major
Las infecciones experimentales en ratones se llevaron a cabo con promastigotes metací-
clicos vivos de L. major en fase estacionaria de crecimiento (8-9 días de cultivo). Los promas-
tigotes metacíclicos se obtuvieron mediante aglutinación con lectina de cacahuete (PNA). 
Los promastigotes procíclicos no infectivos se unen a la aglutinina de cacahuete, mientras 
que los promastigotes metacíclicos infectivos no se unen a ella, lo que permite un método 
de selección de promastigotes infectivos a partir de cultivos in vitro. Los parásitos se lava-
ron dos veces con 50 ml de medio Scheneider’s completo, centrifugando durante 15 min. a 
3000 rpm. El precipitado obtenido se resuspendió en PBS y, tras estimar la concentración de 
promastigotes, se llevaron a una densidad de 1 a 2x108 promastigotes/ml. Se llevó a cabo 
la incubación con PNA (10 mg/ml, Sigma) durante 30 min. a temperatura ambiente, tras lo 
cual se centrifugó la mezcla a 1000 rpm durante 5 min. En el precipitado se eliminan los 
promastigotes no infectivos, mientras que en el sobrenadante se recogen los promastigotes 
metacíclicos infectivos. Tras dos lavados, se resuspendieron los promastigotes en PBS. Para la 
inoculación se utilizaron jeringas MicroFine 30G (BD Healthcare).
3.5.4.3. Infección experimental con L. amazonensis
En el caso de L.amazonensis los parásitos obtenidos a partir de lesiones de animales in-
fectados se diluyeron al menos dos veces consecutivas, utilizando diluciones 1:200 o 1:2000 
de los cultivos, con el fin de obtener promastigotes sincronizados. Una vez pasados dos ve-
ces se dejaron 5 días en cultivo hasta alcanzar la fase estacionaria. Tras lavar dos veces con 
PBS, los promastigotes se dejaron a 2x106 promastigotes/ml para inocular 2x104 promastigo-
tes por ratón en la almohadilla plantar, en un volumen final de 10 µl.
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3.5.4.4. Medida de la lesión en la almohadilla plantar
Semanalmente se midió la almohadilla plantar de las dos extremidades posteriores de los 
ratones con un calibre digital (Mauser Digital) siguiendo el protocolo descrito por Champsi y 
McMahon-Pratt (Champsi & McMahon-Pratt, 1988). Los datos aparecen expresados en milí-
metros como la diferencia de la medida transversal de la almohadilla infectada y la no infec-
tada. Las medidas fueron realizadas siempre por la misma persona y con el mismo calibre. 
3.6. Análisis estadístico
El análisis estadístico de los datos para determinar la significancia de las diferencias en-
contradas entre los distintos grupos se realizó mediante el test de análisis de la varianza 
(ANOVA). Para analizar las diferencias entre dos grupos se realizó un test t de Student. Se 
consideraron significativos valores de p menores de 0.05: *, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,005.
Para el análisis estadístico de los datos de citometría utilizamos una aproximación 
que corrige la respuesta obtenida en el grupo control de estimulación (RPMI) y al mismo 
tiempo permite el calculo de intervalos de confianza y p valores de las distintas hipótesis. 






























1. Análisis de la capacidad de replicación de los virus 
mutantes M65 y M101 en diferentes líneas celulares
Para comparar y cuantificar la capacidad replicativa de los diferentes virus mutantes de-
cidimos realizar curvas de crecimiento en líneas celulares de ave (CEF), murinas (3T3) y 
humanas (HeLa). De este modo infectamos monocapas de células a una multiplicidad de 
infección de 0.01 ufp/célula con cada virus. A distintos tiempos postinfección las partículas 
virales que permanecían asociadas a la célula (MVs) o aquellas habían sido liberadas durante 
el curso de la infección (EVs) fueron cuantificadas. El rendimiento viral de las cepas mutan-
tes fue comparado con el de la cepa competente en replicación VACV-WR que fue incluida 
como control en el presente análisis.
Como se puede observar en la Figura 8A, a 48 horas postinfección existen diferencias 
significativas en la producción de MV en células CEF infectadas con la cepa parental WR 
en comparación con los virus mutantes. La cepa M65 mostró una leve pero significativa 
reducción en comparación con el virus parental WR, mientras que la cepa M101 mostró 
una marcada reducción (superior a 2 logaritmos) respecto a la cepa silvestre WR (p=0.02) y 
también frente a la cepa mutante M65 a 48 horas postinfección (p=0.058). Cuando titulamos 
los sobrenadantes de las células CEF infectadas para estimar la producción de EVs, también 
observamos una reducción en el rendimiento viral con una tendencia similar a la observada 
en los MVs, aunque estas reducciones no fueron significativas (datos no mostrados).
Figura 8. Rendimiento de los mutantes M65 y M101 en distintas líneas celulares. Células CEF, 
3T3, y HeLa fueron infectadas a una multiplicidad de infección de 0.01 ufp/célula con los virus M65, M101 o 
 VACV-WR. A los tiempos indicados las células infectadas fueron recogidas, sometidas a tres ciclos de con-
gelación/descongelación, sonicación y fueron tituladas en monocapas de la línea permisiva BSC40 (A,B,E). 
 (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
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En células 3T3 infectadas con los diferentes virus mutantes no se observaron diferencias 
estadísticas en la producción de MVs (Figura 8B) o EVs a ninguno de los tiempos evaluados. 
En células HeLa la producción de MVs a 24 hpi fue menor en ambos mutantes comparados con 
la cepa parental. Estas diferencias se mantuvieron a 48 hpi aunque a este tiempo la cepa M101 
presentó un rendimiento viral menor al observado tanto por la cepa M65 (p=0.004) como 
WR (p=0.003) (Figura 8C). Una reducción de un logaritmo fue observada en la producción 
de EVs en ambos virus mutantes en comparación con la cepa parental (datos no mostrados).
En conjunto, los resultados de la Figura 8 demuestran que los virus mutantes M65 y M101 
son capaces de replicar en las distintas líneas celulares aviares y de mamífero ensayadas, 
aunque el rendimiento viral obtenido tanto en forma de MV como EV se encuentra reducido 
en comparación con el virus parental WR. Esta reducción se observó mayoritariamente en las 
líneas celulares CEF y HeLa y fue más pronunciada en el mutante M101.
2. Estudio comparativo del comportamiento in vivo de los 
virus mutantes M65 y M101
Para analizar el comportamiento in vivo de los virus M65 y M101, hemos recurrido a la 
técnica de bioluminiscencia (BLI) que ofrece la posibilidad de estudiar procesos biológicos 
en organismos vivos. Esta técnica está basada en la detección de luz visible emitida tras la 
descarboxilación oxidativa de la luciferina, una reacción que es catalizada por la enzima 
luciferasa en presencia de ATP y oxígeno (Sadikot & Blackwell, 2005). Esta tecnología se ha 
aplicado en numerosos estudios para monitorizar, por ejemplo, la expresión de un determi-
nado gen utilizado en terapia génica o para analizar la producción de metástasis o el creci-
miento tumoral (Doyle et al., 2004; Edinger et al., 1999; Ray et al., 2004). En el laboratorio 
hemos demostrado que el gen de la luciferasa es un marcador ideal para estudiar la replica-
ción y analizar la expresión de antígenos heterólogos en ratón (Gómez et al., 2007; Nájera 
et al., 2010; Rodríguez et al., 1988).
Para realizar este estudio se generaron virus recombinantes basados en las cepas M65 
y M101 que expresaban el gen de la luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis (como se ex-
plica en la sección Materiales y Métodos). Como controles positivo y negativo de replicación 
se utilizaron la cepa parental WR y la cepa atenuada MVA que expresaban la luciferasa (WR-
Luc y MVA-luc, respectivamente) que han sido descritos previamente (Gómez et al., 2007). 
El gen de la luciferasa en los cuatro virus se encuentra insertado en el locus de la timidina 
quinasa (TK) y su expresión está regulada bajo el control transcripcional del promotor viral 
sintético temprano/tardío (p7.5).
2.1. Biodistribución de los mutantes M65 y M101 por ruta 
sistémica
Para estudiar la biodistribución de los distintos virus mutantes, se inocularon ratones BALB/c 
con una dosis de 2x107 ufp/ratón de los virus WR-Luc, M65-Luc, M101-Luc o MVA-Luc por una 
ruta sistémica como es la ruta intraperitoneal. Los animales fueron sacrificados a 6, 24, 48 y 72 
horas postinfección, extrayéndose de los mismos el bazo, los ganglios, los ovarios y las células 
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obtenidas de lavados peritoneales. Los órganos fueron homogenizados y en ellos se estudió la 
actividad luciferasa y la producción viral. Como había sido observado previamente (Gómez 
et al., 2007), la actividad luciferasa fue detectada en todos los tejidos extraídos de ratones 
infectados con el virus WR-Luc. Un comportamiento similar pudo observarse en los ratones 
infectados con el virus M65-Luc que mostró niveles comparables o superiores de luciferasa en 
todos los órganos, sobre todo en ovarios y bazo a 72 horas postinfección (Figura 9). La actividad 
luciferasa en ratones infectados con M101-Luc mostró un claro descenso en ganglios linfáticos 
y bazo, mientras que se mantuvo estable hasta las 72 horas en lavados peritoneales y ovarios.
Los datos de actividad luciferasa correlacionaron con la presencia de partículas virales 
infectivas a los distintos tiempos postinfección, observándose altos niveles de carga viral a 
72 horas postinfección en ovarios o lavados peritoneales en el caso de animales infectados 
con M65-Luc o WR-Luc. Sin embargo, en los animales infectados con MVA-Luc o M101-Luc 
la presencia de partículas virales infectivas fue baja o indetectable a partir de las 24 horas 
postinfección en la mayoría de los órganos (datos no mostrados).
Figura 9. Cinética de expresión de luciferasa en órganos de animales infectados con WR-Luc, 
M65-Luc, M101-Luc o MVA-luc. Ratones BALB/c fueron inoculados por vía intraperitoneal con una dosis 
de 2x107 ufp/ratón de WR-Luc, M65-Luc, M101-Luc o MVA-luc. Los tejidos fueron recogidos a 6, 24, 48 y 72 
horas postinfección y la expresión de luciferasa expresada como URL/mg de proteína se determinó como se 
ha descrito en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media de valores obtenidos de muestras 
de tres animales por virus y tiempo. La línea control indica los niveles de luciferasa endógenos de cada órgano 
en un animal no inmunizado (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
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En conjunto, estos resultados demuestran que los virus M65 y M101 tienen una capaci-
dad replicativa diferencial in vivo. Mientras que el virus M65-Luc es capaz de alcanzar altos 
títulos y niveles de luciferasa comparables o superiores a la cepa parental WR-Luc, el virus 
M101-Luc muestra una capacidad replicativa limitada a órganos como el ovario o las células 
de la cavidad peritoneal, descritos como las células en las que mejor se desarrolla la infec-
ción por vaccinia por vía intraperitoneal. En el resto de los órganos, como en el bazo o los 
ganglios linfáticos, los niveles de expresión de luciferasa o de partículas infectivas era más 
similar a los obtenidos en animales inoculados con el virus MVA-Luc, que es deficiente en 
replicación en células de ratón.
Esta diferencia de replicación, y sobre todo de expresión del antígeno heterólogo, con-
vierte a ambos virus en perfectos candidatos para estudiar hasta qué punto la expresión man-
tenida en el tiempo de un antígeno heterólogo puede modular la respuesta inmunológica 
frente al mismo y qué implicaciones puede tener en el desarrollo de una respuesta protec-
tiva frente a un patógeno determinado.
2.2. Patogenicidad de los virus M65 y M101 en ratones BALB/c
Una vez caracterizada la capacidad replicativa de las cepas M65 y M101, decidimos estu-
diar su patogenicidad in vivo, y así evaluar su seguridad con respecto a la cepa parental WR. 
Para ello, se inocularon ratones BALB/c por ruta intranasal con una dosis letal (105 ufp/ratón) 
del virus parental WR, o con 100 ó 1000 dosis letales de los virus mutantes M65 y M101 
(107 ó 108 ufp/ratón, respectivamente). Diariamente se monitorizó la pérdida de peso así 
como otros parámetros de enfermedad (ausencia de acicalamiento/ pelo erizado, movilidad 
limitada, encorvamiento o inflamación de la membrana periocular). Puede observarse un 
esquema de la inmunización en la Figura 10.
Figura 10. Esquema del protocolo de inmunización seguido para el estudio de patogenicidad 
de los virus mutantes M65 y M101. Ratones BALB/c fueron inoculados por ruta intranasal con una do-
sis de 107 ó 108 ufp/ratón de los virus M65 o M101 y con una dosis de 105 ufp/ratón del virus parental WR. 




Como puede observarse en la Figura 11, todos los animales infectados con la dosis letal 
de WR experimentaron una severa pérdida de peso y presentaron signos de enfermedad 
como pelo erizado, movilidad limitada y encorvamiento (dato no mostrado), y tuvieron que 
ser sacrificados por motivos éticos a los 6 días postinfección.
Los animales infectados con el virus M65 presentaron los mismos signos de enfermedad 
que los animales infectados con el virus WR a las dos dosis ensayadas, pero en un grado 
inferior a los mismos. También sufrieron una marcada pérdida de peso, con un máximo a día 
6 postinfección, punto en el que los animales comenzaron a ganar peso y a perder gradual-
mente los signos de enfermedad.
Sin embargo, los animales infectados con el mutante M101 no desarrollaron ningún sig-
no de enfermedad ni perdieron peso alguno a lo largo del experimento.
Figura 11. Monitorización de la pérdida de peso durante la duración del experimento. Ratones 
BALB/c fueron inoculados por ruta intranasal con una dosis de 107 o 108 ufp/ratón de los virus M65 o M101 




A día 5 postinfección, un animal representativo de cada grupo fue sacrificado y se estu-
dió la inmunopatología de los tejidos de los pulmones de los animales infectados. Se realizó 
primero una tinción de Hematoxilina/Eosina (H/E) de diferentes secciones de los pulmones 
para identificar signos de infección en el tejido como son: la extravasación de leucocitos 
y su acumulación, la modificación del epitelio bronquiolar y la presencia de hemorragias 
intersticiales. También decidimos estudiar la presencia de proteínas virales de vaccinia por 
inmunohistoquímica.
Como se muestra en la Figura 12, los pulmones de animales infectados con el virus WR 
mostraron altos niveles de extravasación y acumulación leucocitaria, una severa inflamación 
del epitelio bronquiolar y hemorragias intersticiales. La presencia de proteínas virales detec-
tadas mediante inmunohistoquímica en las áreas de los pulmones que presentan un fenotipo 
patológico, evidencian el papel de la infección por vaccinia en el desarrollo de los signos 
de patología.
Resultados similares fueron obtenidos en los grupos inoculados con 108 ufp/ratón 
del virus M65. En estos animales la modificación del epitelio fue reducida en compara-
ción con la observada en el grupo infectado con el virus WR. Además, en los animales 
infectados con 107 ufp/ratón del mismo virus, tanto las modificación del epitelio como 
la acumulación y extravasación leucocitarias fueron menos pronunciadas. La tinción de 
las áreas infectadas confirmó también el papel de la infección por el M65 en las áreas 
afectadas.
Los pulmones de animales infectados con ambas dosis del virus M101 mostraron fenó-
menos de extravasación y acumulación leucocitarias, pero la modificación del epitelio fue 
mucho menos agresiva y el colapso de los bronquiolos también resultó menos evidente que 
en el caso de los pulmones de ratones infectados con WR o con el mutante M65. La tinción 
específica con anticuerpos policlonales frente a vaccinia mostró una presencia residual de 
proteínas virales en el pulmón. Cuando los animales superaron la primera infección decidi-
mos estudiar si dicho fenómeno sería capaz de producir inmunidad frente a la infección por 
la cepa parental WR. Para responder a esta pregunta 107 ufp del virus WR (100 dosis letales) 
fueron inoculadas a cada ratón por vía intranasal.
Ninguno de los animales, tanto de los grupos infectados con diferentes dosis del virus 
M65, como los infectados con M101, desarrollaron ningún signo de patología ni pérdida de 
peso tras la infección.
Todos estos resultados en conjunto demuestran que los virus mutantes presentan una re-
ducción en la patogénesis en comparación con el virus parental WR. Sin embargo, el virus 
M101 presenta un mayor grado de atenuación en comparación con el virus M65, aunque 




Figura 12. Estudio histopatológico de pulmones de ratones BALB/c infectados con las diferen-
tes dosis de los virus mutantes M65, M101 o WR. A día 5 postinfección un animal representativo de 
cada grupo se sacrificó y se extrajeron los pulmones para realizar estudios histológicos. Se realizó una tinción 
de los cortes con Hematoxilina/Eosina para identificar síntomas de infección de tejidos (paneles H/E).También 
se estudió la presencia de proteínas virales de vaccinia por inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo poli-
clonal frente al virus vaccinia (paneles RaWR). Secciones incubadas únicamente con anticuerpo secundario 
se utilizaron como control de tinción (paneles CONTROL).
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3. Estudio comparativo de los genomas de los virus 
mutantes M65 y M101
Todos los resultados descritos hasta el momento muestran la existencia de claras diferen-
cias en el comportamiento entre las cepas virales M65 y M101 tanto en células en cultivo 
como in vivo. Por esta razón, quisimos realizar un estudio comparativo de los genomas vira-
les y analizar los posibles genes responsables del comportamiento diferencial.
Para ello se extrajo ADN viral de preparaciones de virus purificado a través de gradiente. 
La preparación de la biblioteca se realizó conforme a las recomendaciones de Illumina tal y 
como se describe en Materiales y Métodos.
3.1. Características generales de las secuencias genómicas de 
los virus mutantes
Las secuencias de ADN lineal de doble cadena de los virus M65 y M101 presentaron un 
porcentaje de guanina-citosina (GC) y de adenina-timina (AT) idéntico al virus parental WR 
(33 % GC y 66 % AT).
Como se muestra en la Figura 13, los virus mutantes M65 y M101 comparten una deleción 
común en el flanco izquierdo del genoma que comprende los genes C5L, C6L, C7L, C8L, C9L, 
VACWR013, VACWR014, VACWR015, VACWR016, VACWR017 y VACWR018. Los genes C5L, 
C8L y C9L codifican proteínas de función desconocida o proteínas hipotéticas. El gen C6L co-
difica una proteína inmunomoduladora que bloquea la inducción de INFb (García-Arriaza 
et al., 2011; Unterholzner et al., 2011). El gen C7L codifica una proteína implicada en rango 
de hospedador (Nájera et al., 2010), mientras que el gen VACWR013 (C12L en nomenclatura 
Copenhaguen) codifica una proteína de vaccinia de unión al receptor de IL-18 (Symons et al., 
2002). Los genes VACWR014, VACWR015, VACWR016, VACWR017 y VACWR018 codifican 
proteínas de la familia de las anquirinas involucradas en rango de hospedador.
Figura 13. Esquema de las deleciones del extremo izquierdo del genoma de los virus mutantes 




Además de la deleción observada en el flanco izquierdo del genoma, el virus M101 
contiene una pequeña deleción en el flanco derecho del genoma, que comprende los genes 
A39R (truncado en el genoma de WR y por lo tanto también en el de M65) que codifica una 
semaforina proinflamatoria (Gardner et al., 2001) y el gen A40R, de función desconocida, 
pero que constituye la primera proteína de vaccinia descrita que adquiere SUMO-1(Palacios 
et al., 2005). La deleción del gen A40R no afecta al tamaño de placa, tasa de crecimiento 
del virus in vitro, título, formación de EV o virulencia en el modelo intranasal (Wilcock et al., 
1999). El último gen contenido en dicha deleción es WR208 que codifica una ubiquitina li-
gasa involucrada en la modulación de la respuesta antiviral (GeneBank, Gene ID: 3707585).
3.2. Mutaciones en los genomas de los virus M65 y M101
59 genes en el genoma del virus M65 y 61 genes en el del virus M101 presentaron al me-
nos una mutación de cambio de aminoácido en comparación con la secuencia consenso de 
WR. Todos los datos referentes a homología de secuencia, número de Polimorfismos de Nu-
cleótido Simple (SNP), mutaciones silenciosas o mutaciones de cambio de aminoácido pre-
sentes en los genomas de los virus M65 y M101 se encuentran reflejadas en las Tablas 4 y 5. 
En la Figura 14 se representan las distintas mutaciones observadas en los virus M65 y M101 
clasificadas por funciones.
Figura 14. Representación esquemática de los genomas de los virus mutantes M65 y M101. Los 
genes delecionados o mutados en los distintos genomas se muestran en cajas. El código de colores co-
rresponde a la función de los distintos genes. El color negro engloba a los genes de rango de hospedador y 
anquirinas, el color azul a los genes implicados en respuesta inmunológica o interacción con proteínas de la 
célula huésped; el color marrón incluye los genes relacionados con apoptosis; el color morado engloba los 
genes del complejo de entrada del virus y el color amarillo representa los genes relacionados con replicación, 
transcripción o traducción del genoma viral.
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Gen % Secuencia SNPs Silenciosas Cambios
D8L 100 8 1 L21W, H67R, W96L, E105A, K108T, H213Y
F1L 99.85 5 1 Y181C, I208M, T211A, A212V
M1L 100 4 0 H130Q, N131H, F377S
F11L 100 6 2 K327N, R332STOP, R332S
E1L 100 7 2 L10F, N68D, R199L
C1L 100 7 2 K9STOP, K9N, G161E
G9R 100 5 2 V5A, D21N, H192Y
VACWR148 100 6 3 K22E, D317E, C709R
I1L 100 3 1 T114A, A133G
F7L 100 5 0 A15D, L21N
G4L 100 2 0 D21E, A22S
G5R 100 8 4 E124K, N254T
A39R 100 3 1 A96T, T98N
L3L 100 4 2 Q34K, I275T
F13L 100 5 1 A183V, R291K
N1L 100 6 0 D23N, G84C
A27L 100 2 0 A24N, K26E
G8R 100 5 2 A187V
E2L 100 5 1 N690D
E8R 100 1 0 A3G
E9L 100 3 2 H296Y
O1L 100 2 0 P43S
C4L 100 1 0 C48Y
I3L 100 2 0 A157S
I7L 100 10 9 H376Q
I8R 100 1 0 N217D
G3L 100 1 0 G87D
F4L 100 5 3 Y20H
VACWR203 100 2 0 D263N
G6R 100 1 0 C109W
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Gen % Secuencia SNPs Silenciosas Cambios
C5L 34.47 2 1 C71F
F8L 100 6 1 E46K
L1R 100 4 2 K177R
L2R 100 3 0 T5A
K1L 100 1 0 S11A
J5L 100 1 0 L57F
H3L 100 2 1 E112D
H5R 100 2 1 R53G
D1R 100 8 5 S223F
D2L 100 2 1 R125I
K2L 100 2 1 F256S
D11L 100 3 2 T294N
D13L 100 3 1 T183P
A4L 100 1 0 G205D
A11R 100 4 3 Q239R
A14.5L 100 1 0 H47R
A16L 100 1 0 A36T
A20R 100 1 0 F377L
F14.5L 100 1 0 I15L
F17R 100 1 0 C44G
A34R 100 1 0 S45I
K4L 100 1 0 A265S
VACWR192 100 1 0 V67G
B12R 100 1 0 H51Q
VACWR-B15R 100 1 0 E40K
B18R 100 1 0 I293M
B19R 100 3 2 E266D
VACWR201 100 6 0 K37H
VACWR202 100 6 4 T12K
Tabla 4. Mutaciones presentes en el virus M65 en comparación con la secuencia del virus WR.
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Gen % Secuencia SNPs Silenciosas Cambio
D8L 100 9 1
Q3R, L21W, H67R, Y104H, N175D, H213N, 
P222L
F1L 99.85 5 1 Y181C, I208M, T211A, A212V
F11L 100 7 2 L89R, E328D, I329V, R332STOP
C1L 100 8 2 K9STOP, K9N, I93L, G161E
A39R 70.72 5 1 A96T, T98N, K128Q, K128I
M1L 100 4 0 H130Q, N131H, F377S
F13L 100 6 1 D235E, I236L, R291K
E1L 100 8 2 L10F, N68D, R199L
VACWR148 100 7 3 K22E, D317E
G5R 100 8 4 E124K, N254T
I1L 100 3 1 T144A, A133G
I8R 100 2 0 N217D, D296Y
G4L 100 2 0 D21E, A22S
B18R 100 2 0 I293M, K468N
G8R 100 4 1 A187V, N224D
G9R 100 5 2 D21N, H192Y
L3L 100 4 2 Q34K, I275T
J5L 100 2 0 E44G, D90T
H4L 99.96 5 3 Y623C, I624V
H5R 100 3 1 T15A, R53G
K4L 100 2 0 L35V, A265S
A16L 100 2 0 A36T, T320P
N1L 100 6 0 D23N, G84C
A27L 100 3 0 F6S, A25D
E2L 100 7 1 V237A
L2R 100 3 0 T5A
F8L 100 5 1 E46K
C4L 100 1 0 C48Y
K2L 100 2 1 F256S
F16L 100 4 1 V185G
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Gen % Secuencia SNPs Silenciosas Cambio
L1R 100 4 2 K177R
VACWR011 100 1 0 N130Y
F17R 100 1 0 C44S
J2R 100 1 0 H53R
VACWR203 100 2 0 D263N
H1L 100 2 0 A21V
C5L 34.31 2 1 D68Y
E8R 100 1 0 A3G
D1R 100 8 5 S223F
D2L 100 2 1 R125I
E9L 100 3 2 H296Y
A4L 100 1 0 C208R
A11R 100 4 3 Q239R
A14L 100 1 0 L5R
F4L 100 5 3 Y20H
A17L 100 2 0 M34I
A20R 100 1 0 F377L
A24R 100 1 0 A1095T
I3L 100 2 0 A157S
I4L 100 2 1 V468G
A28L 100 3 0 V130G
A34R 100 1 0 STOP169R
I7L 100 10 9 H276Q
A40R 1.46 4 0 K3Q
VACWR169 100 1 0 D70A
A53R 100 1 0 C50W
B2R 100 1 0 A216G
F7L 100 4 0 K21N
B19R 100 3 2 E266D
VACWR201 100 6 0 Y37H
VACWR202 100 6 4 T12K
Tabla 5. Mutaciones presentes en el virus M101 en comparación con la secuencia del virus WR.
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3.2.1. Mutaciones en genes involucrados en la entrada del virus
El gen D8L acumula el mayor número de mutaciones de cambio de aminoácido en 
cada uno de los virus. Presenta 6 mutaciones en el genoma de M65, que provoca los cam-
bios L21W, H67R, W96L, E105A, K108T, H213Y, y 7 en M101 que provoca los cambios 
Q3R, L21W, H67R, Y104H, N175D, H213N, P222L. Como puede observarse, ambos virus 
comparten las mutaciones que provocan los cambios L21W y H67R.
El gen D8L codifica la proteína D8, que ha sido descrita como proteína de la envuelta 
viral responsable de unirse a condroitin sulfato en la superficie de las células. La inactivación 
del gen D8L en la cepa parental WR disminuye el tamaño de placa en fibroblastos embrio-
narios de pollo (CEF), así como la capacidad de propagación del virus en el cerebro de ratón 
(Chernos et al., 1993).
El gen A27L, que codifica una proteína que se une a heparán sulfato e inicia la fusión de 
membranas (Hsiao et al., 1999), presenta dos mutaciones de cambio de aminoácido distintas en 
cada virus que provocan los cambios A24N y K26E en el virus M65 y F6S y A25D en el M101.
Los genes G9R y A16L –en el caso de M101–, son los únicos componentes del complejo 
de entrada de vaccinia (formado por las proteínas codificadas por los genes A28L, A21L, L5R, 
A16L, H2R, G3L, J5R y G9R (Senkevich et al., 2005)) que contienen mutaciones de cambio de 
aminoácido. El gen G9R presenta tres mutaciones de cambio de aminoácido en el genoma de 
M65 que genera los cambios V5A, D21N, H192Y y D21N, H192Y en la proteína de M101. 
La mutación presente en el gen A16L dentro del genoma de M101 provoca el cambio A36T.
3.2.2. Mutaciones en genes involucrados en morfogénesis tardía y tamaño 
de placa
Seis son las proteínas del virus vaccinia presentes en la forma envuelta del virus o EV: A33, 
A34, B5, F12 y F13. La deleción de cualquiera de sus genes provoca una reducción en el ta-
maño de placa producido (Earley et al., 2008). De entre todas estas proteínas únicamente A34 
y F13 presentaron mutaciones de cambio de aminoácido en el genoma de los virus mutantes.
El genoma del virus M65 contiene una mutación de cambio de aminoácido que provoca 
el cambio S45I en la proteína A34 (necesaria para un tráfico intracelular eficiente del MV 
desde el retículo endoplásmico hasta el sitio de envolvimiento (Earley et al., 2008)). La única 
mutación presente en el virus M101 es una mutación sin sentido (Parada169R).
La proteína F13, codificada por el gen F13L, es necesaria para la formación de EV y 
también juega un papel esencial en la transmisión del virus célula a célula (Blasco & Moss, 
1991a). Es necesaria para el envolvimiento de los MVs por cisternas derivadas del trans-Golgi 
o membranas de endosomas. Se han descrito diferentes mutaciones en F13L que disminuyen 
la producción de EVs en diferentes grados y provocan también una disminución en el tama-
ño de placa (Roper & Moss, 1999; Honeychurch et al., 2007). Ninguna de las 2 mutaciones 
presentes en el genoma del virus M65 (que producen los cambios A183V y R291K) o de las 3 
presentes en el genoma del virus M101 (que producen los cambios D235E, I236L y R291K), 
coinciden con las descritas previamente en la literatura (que recaen en los aminoácidos 153 
a 156 o producen los cambios K314R o D319E).
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Otra proteína descrita como crucial en la formación de virus extracelular y dispersión 
viral es E2. Dicha proteína presenta una mutación en el genoma del virus M65 (que provoca 
el cambio N690D) y 2 mutaciones distintas en el genoma de M101 (que provocan los cam-
bios de aminoácido V237A y N690D). A pesar de que no hay información de mutaciones 
puntuales en el gen E2L en la literatura, mutantes que carecen de E2L muestran un tamaño 
de placa reducido y una producción disminuida de EV (Domi et al., 2008).
Alteraciones en genes involucrados en la formación de colas de actina podrían causar un 
efecto en el tamaño de placa. El gen F11L codifica una proteína que inhibe la señalización me-
diada por RhoA-mDia que facilita la exocitosis dependiente de actina del virus (Arakawa et al., 
2007). El virus M65 presenta una mutación de cambio de aminoácido en dicho gen que provoca 
el cambio K327N, mientras que el genoma del virus M101 acumula tres mutaciones de cambio 
de aminoácido distintas que generan los siguientes cambios: L89R, E328D y I329V. Ambos vi-
rus presentan una mutación sin sentido que genera un codón de parada en el aminoácido 332.
3.2.3. Mutaciones presentes en genes involucrados en defensa del 
hospedador o modulación de la apoptosis
Los genes C1L, N1L, M1L y F1L, involucrados en contrarrestar la respuesta antiviral de la 
célula hospedadora, acumulan también una serie de mutaciones en los dos virus.
El gen C1L codifica una proteína hipotética que comparte un dominio BCL-2 presente en 
proteínas relacionadas con defensa antiviral (Gonzalez & Esteban, 2010). Se han identificado 
mutaciones que provocan un cambio en la pauta de lectura en ambos virus, además de los si-
guientes cambios de aminoácido: K9N, G161E, K9Parada, en el genoma del virus M65 y K9Pa-
rada, K9N, I93L y G161E en el genoma del M101. Salvo la mutación de cambio en la pauta de 
lectura o las distintas sin sentido que afectaría a la proteína entera, el resto de mutaciones iden-
tificadas no se localizan en los mencionados dominios conservados BCL-2. Sin embargo, el 
gen N1L, otro miembro de la familia BCL-2 descrito como un inhibidor de la apoptosis (Cooray 
et al., 2007) y de NF kappa B (DiPerna et al., 2004), presenta las mismas dos mutaciones en 
los dos virus que provocan el cambio D23N, presente en el dominio conservado BCL-2 a2 y 
G84C presente al final del dominio a5. La deleción del gen M1L es suficiente para atenuar el 
virus vaccinia (Zhu et al., 2007). En ambos mutantes el gen contiene tres mutaciones sin sen-
tido que producen los cambios: H130Q, N131H y F377S. El gen B18R codifica una proteína 
de unión a interferón tipo I (Colamonici et al., 1995), y presenta una mutación que provoca el 
cambio I293M en ambos virus y una mutación extra en M101 que produce el cambio L468N.
Además de los genes mencionados, el genoma del virus M65 presenta dos mutaciones 
de cambio de aminoácido –que provocan los cambios A15D y K21N– en el gen F7L, que 
codifica la 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa, cuya deleción causa atenuación del virus 
vaccinia in vivo (Moore & Smith, 1992).
3.2.4. Mutaciones en genes involucrados en replicación y transcripción 
del ADN viral
Ciertas mutaciones de cambio de aminoácido se encontraron en genes involucrados en 
la síntesis de ADN y en la replicación o transcripción del mismo, la mayoría de ellos locali-
zados en la región central del genoma.
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El gen K4L que codifica la enzima de corte y unión de vaccinia (Eckert et al., 2005), 
presenta una mutación en M65 (que produce el cambio A265S) y dos distintas en M101, 
que provocan los cambios L35V y A265S. El gen E1L, que codifica la Polimerasa PAP 
(Poli-A-Polymerase VP-55 (Gershon, 2004), contiene 3 mutaciones idénticas en ambos 
virus que provocan los cambios L10F, N68D y R199L. La nucleasa G5 (Da Silva et al., 
2006) presenta también mutaciones de cambio de aminoácido idénticas en ambos virus 
(E124K y N254T). El gen G8R, que codifica un ortólogo estructural del antígeno nuclear 
de proliferación celular (Da Silva & Upton, 2009), presenta una mutación de cambio 
de aminoácido en el genoma del virus M65 (que provoca el cambio A187V) y dos en 
M101 (que provocan los cambios A87V y N224D). El gen I8R, que codifica las ADN y 
ARN helicasas (Bayliss & Smith, 1996), contiene una mutación en el genoma del virus 
M65 (que provoca el cambio N217D) y dos en el genoma de M101 (que provocan los 
cambios N217D y D296Y). El gen L3L codifica un factor de transcripción de genes tem-
pranos (Resch & Moss, 2005), y presenta dos mutaciones en ambos virus (que provoca 
los cambios Q34K y I275T). El gen H4L, que codifica la ARN polimerasa (Mohamed & 
Niles, 2001), presenta dos mutaciones diferentes en el genoma de M101 (que producen 
las alteraciones Y623C y I624V).
El factor de transcripción tardío codificado por el gen H5R (Kovacs & Moss, 1996) que 
se fosforila en un residuo de treonina por el complejo B1 (Beaud et al., 1995), mostró una 
mutación de cambio de aminoácido en ambos mutantes que produjo la alteración R53G y 
en el caso del M101 una extra que provoca el cambio T15A.
4. Los virus mutantes M65 y M101 recombinantes para 
la proteína LACK de Leishmania infantum son capaces 
de inducir protección parcial frente a la leishmaniasis 
cutánea
En estudios previos realizados en el laboratorio se había demostrado que la inmunización 
basada en una primera dosis con ADN-LACK, seguida de una segunda dosis con WR-LACK, 
confería protección parcial frente a la leishmaniasis cutánea en el modelo murino (Gonzalo 
et al., 2002). Posteriormente, mejores resultados de protección e inmunogenicidad fueron 
obtenidos con la utilización de la cepa atenuada MVA-LACK siguiendo el mismo protocolo 
(Pérez-Jiménez et al., 2006).
En el presente trabajo quisimos evaluar la capacidad de los virus competentes en repli-
cación M65 y M101 como vectores vacunales frente a la leishmaniasis. Para ello, y previa-
mente a la elaboración de esta tesis, se generaron y purificaron los virus mutantes M65 y 
M101 que expresaban la proteína LACK de Leishmania infantum (M65-LACK y M101-LACK, 
respectivamente.
El modelo de estudio ha sido la cepa de ratón BALB/c que es altamente susceptible a la 
leishmaniasis cutánea producida por L. major y L. amazonensis y que es la misma cepa de 
ratón utilizada en los estudios realizados con WR-LACK y MVA-LACK.
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4.1. Evaluación de la protección obtenida en el modelo de 
leishmaniasis cutánea producida por Leishmania major tras 
la inmunización con M65-LACK o M101-LACK
Para evaluar la protección conferida por los distintos mutantes, inmunizamos ratones 
BALB/c con una dosis por vía intradérmica de ADN-LACK (100µg), seguida de una inoculación 
intraperitoneal de 2x107 ufp/ratón de los virus MVA-LACK, M65-LACK o M101-LACK a los 14 
días. Tres semanas más tarde (día 35), los animales se desafiaron con una dosis de 5x104 pro-
mastigotes metacíclicos de L. major. Se incluyeron como grupos control animales inmunizados 
con ADN vacío y virus vaccinia parental, así como animales que recibieron dos dosis de PBS.
Como se puede observar en la Figura 15, los tres virus recombinantes consiguieron re-
ducir el tamaño de la lesión en diferentes grados. El mayor grado de reducción lo confirió 
el protocolo ADN-LACK/MVA-LACK con un 51.81 % de reducción en comparación con el 
grupo control que recibió ADN-vacío/virus parental (p=0.032) o un 48.64 % de reducción 
en comparación con el grupo que recibió dos inoculaciones de PBS (p=0.045). Niveles si-
milares de protección fueron obtenidos en los animales vacunados con ADN-LACK/M101-
LACK, con una reducción del 42 % respecto al grupo que recibió ADN-vacío/virus parental 
(p=0.01) y un 38.18 % con respecto al grupo que recibió dos dosis de PBS (p= 0.018). Re-
ducciones no significativas del 20 % (respecto al grupo que recibió ADN-vacío/virus parental 
o del 17 % (respecto al grupo que recibió dos dosis de PBS) fueron observadas en el grupo 
vacunado con la combinación ADN-LACK/M65-LACK.
La falta de protección obtenida en el grupo de animales vacunado con el virus de mayor 
capacidad replicativa (M65-LACK) nos llevó a cuestionarnos si era posible que el mantener 
la replicación durante más tiempo pudiera interferir con el desafío con el parásito si éste se 
realizaba muy próximo al tiempo en el que se administraba el virus. Por esta razón decidi-
mos ampliar de 3 a 8 semanas el tiempo entre la dosis de virus y el desafío con L. major, pun-
to que coincidía con el estudio de la memoria inmunológica producida por la vacunación.
Utilizando esta nueva aproximación, y como puede observarse en la Figura 16, se obtuvo 
un 59.39 % de reducción en el tamaño de la lesión en el grupo que recibió ADN-LACK/M65-
LACK en comparación con los inoculados con dos dosis de PBS (p=0.043), y un 60.19 % de 
reducción en comparación con el grupo que recibió ADN-LACK/M101-LACK (p=0.011) que 
no confirió protección alguna. Cabe señalar que en el grupo que recibió  ADN-LACK/M65-LACK, 
2 de los 6 animales resolvieron la inflamación inicial tras el desafío y no desarrollaron lesión 
en ningún grado (dato no mostrado).
4.2. Evaluación de la protección obtenida en el modelo 
de leishmaniosis cutánea producida por Leishmania 
amazonensis
Con el objetivo de reforzar los datos de protección obtenidos, decidimos estudiar la ca-
pacidad protectiva del protocolo de inmunización heterólogo en otros modelos experimen-
tales de leishmaniasis cutánea, como es el ejemplo de Leishmania amazonensis.
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Figura 15. Evaluación de la protección conferida por los virus recombinantes M65-LACK y M101-
LACK frente a L. major. Ratones BALB/c (n=6), de 6–8 semanas de edad, fueron inmunizados por ruta 
intradérmica (i.d.) en el abdomen con 100 µg de ADN-LACK o ADN-vacío en 100 µl por ratón. A día 14 los 
ratones recibieron una dosis intraperitoneal (i.p.) con 2x107 ufp/ratón de M65-LACK, M101-LACK, MVA-LACK, 
virus vaccinia parental o PBS. A día 35 los animales fueron desafiados con una dosis de 5x104 promastigotes 
metacíclicos de L. major. En la gráfica se muestra el desarrollo de la lesión medida semanalmente tras el de-
safío. (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
Figura 16. Evaluación de la protección conferida por los virus recombinantes M65-LACK y 
M101-LACK frente a L.major. Ratones BALB/c (n=6), de 6–8 semanas de edad, fueron inmunizados por 
ruta intradérmica (i.d.) en el abdomen con 100 µg de ADN-LACK o ADN-vacío en 100 µl por ratón. A día 14 los 
ratones recibieron una dosis intraperitoneal (i.p.) con 2x107 ufp/ratón de M65-LACK, M101-LACK, MVA-LACK, 
virus Vaccinia parental o PBS. A día 67 los animales fueron desafiados con una dosis de 5x104 promastigotes 
metacíclicos de L. major. En la gráfica se muestra el desarrollo de la lesión medida semanalmente tras el de-
safío. (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
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Con este propósito, inmunizamos ratones BALB/c con una dosis intradérmica de 100µg 
de ADN-LACK, seguida de una inoculación intraperitoneal de 2x107 ufp/ratón de los virus 
MVA-LACK, M65-LACK o M101-LACK a los 14 días.
Se incluyeron como grupos control animales inmunizados con ADN-vacío y virus vac-
cinia parental, así como animales que recibieron dos dosis de PBS. Pasadas ocho semanas 
de la inoculación con los distintos virus (día 67), los animales fueron desafiados con 2x104 
promastigotes estacionarios de L. amazonensis en la almohadilla plantar.
Como se muestra en la Figura 17, la combinación de ADN-LACK/M65-LACK retrasó 
el desarrollo de las lesiones, observándose en los animales de este grupo un 44.75 % de 
reducción en el tamaño de la lesión en comparación con animales que recibieron dos 
dosis de PBS (p=0.02), un 35.86 % en comparación con el grupo que recibió ADN-vacío y 
virus parental (p=0.08) y un 40.29 % de reducción respecto a los animales que recibieron 
 ADN-LACK/M101-LACK (p=0.04).
Figura 17. Evaluación de la protección conferida por los virus recombinantes M65-LACK y M101-
LACK frente a L.amazonensis. Ratones BALB/c (n=6), de 6–8 semanas de edad, fueron inmunizados por 
ruta intradérmica (i.d.) en el abdomen con 100 µg de ADN-LACK o ADN-vacío en 100 µl por ratón. A día 14 los 
ratones recibieron una dosis intraperitoneal (i.p.) con 2x107 ufp/ratón de M65-LACK, M101-LACK, MVA-LACK, 
virus vaccinia parental o PBS. Ocho semanas después de la inoculación con los distintos virus (día 67), los 
animales fueron desafiados con una dosis de 2x104 promastigotes metacíclicos de L. amazonensis. En la 




5. Caracterización de las poblaciones celulares inducidas 
por el protocolo de vacunación heterólogo con ADN 
y los mutantes M65 y M101 recombinantes para el 
antígeno LACK de Leishmania infantum
La utilización de protocolos de inmunización que combinan una primera dosis de ADN 
y una segunda dosis con un poxvirus recombinante que expresan el mismo antígeno, ha 
demostrado ser una estrategia muy eficaz para la activación de una respuesta celular en 
numerosos modelos animales (Zavala et al., 2001; McConkey et al., 2003; Ramsburg et al., 
2004; Mooij et al., 2008; Nájera et al., 2010).
En el laboratorio se describió que este protocolo de vacunación, utilizando la cepa ate-
nuada del virus vaccinia MVA, era capaz de estimular una respuesta celular de tipo Th1, que 
es crucial en el desarrollo de resistencia frente a la infección por L. major.
La respuesta celular, en particular las respuestas T CD8+ y CD4+, tienen un papel central 
en el control de infecciones ante un amplio rango de patógenos. En el caso de la leishmania-
sis, varios estudios han sido diseñados para diseccionar la relevancia de estas poblaciones 
celulares en la infección natural, profilaxis o terapia.
Con estos antecedentes, decidimos estudiar la respuesta inmunológica celular adapta-
tiva y de memoria inducida en ratones BALB/c por los virus recombinantes siguiendo un 
protocolo de vacunación heterólogo con ADN-LACK como primera dosis, seguido de una 
inoculación de M65-LACK o M101-LACK en comparación con MVA-LACK como segunda 
dosis. También decidimos evaluar el efecto de la infección experimental con promastigotes 
metacíclicos de L. major en la respuesta inmunológica inducida por la vacunación.
5.1. Caracterización de la respuesta inmunológica celular 
adaptativa
Para analizar en detalle la respuesta inmunológica celular adaptativa inducida por los 
virus recombinantes, ratones BALB/c (4 animales por grupo), de 6 a 8 semanas de edad, 
fueron inmunizados por ruta intradérmica (i.d) en el abdomen con 100 µg de ADN-LACK o 
ADN-vacío en 100 µl de agua inyectable. A día 14 los ratones recibieron una dosis intraperi-
toneal (i.p) con 2x107 ufp/ratón de los virus M65-LACK, M101-LACK, MVA-LACK o vaccinia 
parental como control.
Los animales fueron sacrificados 11 días después de la dosis recuerdo y se evaluó la 
respuesta inmunológica adaptativa en esplenocitos aislados de los ratones inmunizados y 
estimulados in vitro con la proteína LACK purificada, el péptido LACK157-173 o con célu-
las presentadoras de antígeno A20 nucleofectadas con el plásmido de expresión eucariota 
pCIneo-LACK.
Para estudiar en primer lugar la contribución global de células T CD4+ y CD8+ especí-
ficas para el antígeno LACK, se determinó la magnitud de la respuesta como la suma de 
las frecuencias de células productoras de IFNγ, TNFa y/o IL-2. Como se puede observar en 
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la Figura 18A, el protocolo de vacunación heterólogo con el virus MVA-LACK indujo una 
marcada respuesta T CD8+ frente al antígeno LACK, mientras que la respuestas inducidas por 
los virus mutantes fueron más equilibradas, con una contribución similar por parte de las 
poblaciones T CD4+ y CD8+, si bien la magnitud de ambas respuestas fue mayor en el caso 
de los animales inmunizados con el mutante M101-LACK.
La medición simultánea de tres citoquinas permite el análisis de la calidad de la respuesta 
inmunológica producida. Al evaluar la producción de tres citoquinas (IFNγ, TNFa e IL-2), 
siete poblaciones distintas de células T CD8+ y CD4+ fueron identificadas. Como se muestra 
en la Figura 18B, el protocolo de vacunación heterólogo con los tres virus indujo un perfil 
de respuesta similar, consistente en su mayoría en células T CD8+ productoras de IFNγ, así 
como dobles productoras de IFNγ/TNFa, aunque la magnitud de la respuesta T CD8+ está 
claramente disminuida en el grupo de animales inmunizado con el virus M65-LACK.
La respuesta de células T CD4+ frente al antígeno LACK (Figura 18C) mostró una alta po-
lifuncionalidad, representada en su mayoría por células que producían al mismo tiempo las 
tres citoquinas estudiadas (39 % en el caso de los ratones inmunizados con MVA-LACK, 64 % 
en los inmunizados con M65-LACK y 49 % en el caso de M101-LACK), siendo las poblacio-
nes de células T CD4+ doble secretoras de IFNγ/TNFa e IFNγ/IL-2 las más representadas. El 
mismo patrón de polifuncionalidad fue observado cuando los esplenocitos fueron reestimu-
lados con el péptido CD4 LACK157-173 (Figura 18D).
La magnitud y polifuncionalidad de la respuesta antígeno-específica de células T CD8+ 
se potenció significativamente cuando se empleó como fuente de presentación antigénica 
células A20 nucleofectadas con el plásmido pCINeo-LACK (Figura 19), en comparación con 
el uso de la proteína LACK purificada (Figura 18B) aunque las poblaciones celulares estimu-
ladas fueran las mismas en ambos casos.
Además de la producción de citoquinas, decidimos evaluar la actividad citotóxica antí-
geno-específica de los linfocitos T CD8+. Para ello determinamos la expresión de CD107a 
sobre la superficie de las células T activadas, que ocurre como resultado de la degranulación 
(Betts et al., 2003).
Como puede observarse en la Figura 19, la magnitud de la capacidad degranulativa sigue 
el mismo patrón que la magnitud de la producción de citoquinas por parte de los linfocitos 
de animales inmunizados con los distintos virus. Es de marcada importancia que en todos los 
animales inmunizados, los mayores niveles de degranulación fueron detectados en células 
dobles secretoras de IFNγ/TNFa, que son las células T CD8+ principalmente inducidas por 
este protocolo de inmunización.
Tomando todos los datos en conjunto, podemos afirmar que los virus mutantes M65-LACK 
y M101-LACK producen una respuesta adaptativa polifuncional mediada por células T, tanto 
CD4+ como CD8+. En la respuesta T CD8+, la población celular más representada fue la doble 
productora de IFNγ/TNFa que además posee una alta capacidad citotóxica (medida como la 
capacidad de degranulación). La magnitud de esta respuesta fue similar en los grupos inmu-
nizados con MVA-LACK y M101-LACK y claramente inferior en animales inmunizados con 
el virus M65-LACK. Los animales inmunizados con el virus M101-LACK también mostraron 
una magnitud mayor de respuesta antígeno específica mediada por  células T CD4+, con un 
perfil de polifuncionalidad amplio, representado en su mayoría por células triple secretoras, 
sobre todo en el caso de los animales inmunizados con el M65-LACK que poseían un por-
centaje más elevado de esta población celular.
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Figura 18. Caracterización de la respuesta inmunológica celular adaptativa. A. Análisis de la mag-
nitud total de la respuesta T CD4+ y CD8+ en esplenocitos estimulados con la proteína LACK. Entre la po-
blación de linfocitos, las células T fueron seleccionadas y la producción de IFNγ, TNFa e IL-2 fue analizada. 
Los niveles de fondo del grupo inmunizado con el virus parental fueron sustraídos antes de la representación. 
La producción de citoquinas por parte de las células T CD8+ LACK-específicas (B), células T CD4+ LACK-
específicas (C) o células T CD4+ LACK157-173-específicas (D) se representa en los distintos paneles. Las 
diferentes combinaciones de citoquinas se indican en el eje x, mientras que los porcentajes de células T 
productoras de citoquinas se indican en el eje y. Los círculos muestran la calidad de la respuesta, medida 




5.2. Caracterización de la respuesta inmunológica celular de 
memoria
Para analizar en detalle la respuesta celular de memoria inducida por los virus recom-
binantes, ratones BALB/c (4 animales por grupo), de 6 a 8 semanas de edad, fueron inmu-
nizados por ruta intradérmica (i.d) en el abdomen con 100 µg por ratón de ADN-LACK o 
ADN-vacío en 100 µl de agua para inyectables. A día 14 los ratones recibieron una dosis 
intraperitoneal (i.p) con 2x107 ufp/ratón de los virus M65-LACK, M101-LACK, MVA-LACK o 
vaccinia parental como control.
53 días después de la segunda dosis (día 67), los animales fueron sacrificados y se evaluó 
la respuesta inmunológica de memoria en esplenocitos estimulados in vitro con la proteína 
LACK purificada, el péptido LACK157-173 o con células presentadoras de antígeno A20, nu-
cleofectadas con el plásmido de expresión eucariota pCIneo-LACK.
Decidimos determinar en primer lugar, como hicimos en la caracterización de la respues-
ta inmunológica adaptativa, la contribución global de las células T CD4+ y CD8+ específicas 
para el antígeno LACK, analizando para ello la suma de las frecuencias de células producto-
ras de IFNγ, TNFa y/o IL-2.
Figura 19. Caracterización de la respuesta inmunológica de los linfocitos T CD8+ en esplenoci-
tos estimulados con células A20 nucleofectadas con el plásmido pCIneo-LACK. Entre la población 
de linfocitos, las células T CD8+ fueron seleccionadas y la producción de CD107a, IFNγ, TNFa e IL-2 fue 
analizada. Los niveles de fondo del grupo inmunizado con el virus control fueron substraídos antes de la repre-
sentación. Las diferentes combinaciones de citoquinas se indican en el eje x, mientras que los porcentajes de 
células T productoras de citoquinas se indican en el eje y. (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
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Como se puede observar en la Figura 20A, el balance entre células T CD4+/CD8+ en es-
plenocitos reestimulados con la proteína LACK seguía mostrando un mayor porcentaje de cé-
lulas T CD8+ respecto a CD4+ en el grupo de animales inmunizados con el virus MVA-LACK, 
mientras que en el caso de los animales inmunizados con el mutante M65-LACK existía un 
claro aumento de linfocitos T CD4+ LACK-específicos. Un comportamiento similar fue obser-
vado en los ratones inmunizados con el virus M101-LACK, aunque la magnitud era inferior 
que el caso de los ratones inmunizados con el virus M65-LACK.
Figura 20. Caracterización de la respuesta inmunológica celular de memoria. A. Análisis de la mag-
nitud total de la respuesta T CD4+ y CD8+ en esplenocitos estimulados con la proteína LACK a 53 días des-
pués de la segunda dosis. Entre la población de linfocitos, las células T fueron seleccionadas y la producción 
de IFNγ, TNFa e IL-2 fue analizada. Los porcentajes de células T secretoras de citoquinas obtenidas en el 
grupo inmunizado con el virus parental fueron sustraídos antes de la representación. La producción de citoqui-
nas por parte de células T CD8+ LACK-específicas (B), células T CD4+ LACK-específicas (C), o células T CD4+ 
LACK157-173-específicas (D), se representa en los distintos paneles. Las diferentes combinaciones de citoqui-
nas se indican en el eje x, mientras que los porcentajes de células T productoras de citoquinas se indican en 
el eje y. Los círculos muestran el perfil de polifuncionalidad de la respuesta, medida como la cantidad relativa 
de células productoras de una, dos o tres citoquinas simultáneamente. (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
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Posteriormente, evaluamos el perfil de polifuncionalidad de la respuesta T antígeno-es-
pecífica en las poblaciones de células T CD4+ y CD8+. Como se muestra en la Figura 20B, 
la respuesta T CD8+ en esplenocitos reestimulados con la proteína LACK estaba mayoritaria-
mente representada por células secretoras de TNFa, presentando una mayor magnitud en los 
animales inmunizados con el virus MVA-LACK.
La respuesta de células T CD4+ frente al antígeno LACK (Figura 20C) mostró una marcada 
polifuncionalidad en los esplenocitos aislados de animales inmunizados con los tres virus, 
representada por células que producían al mismo tiempo las tres citoquinas (32,1 % en el 
caso de los ratones inmunizados con MVA-LACK, 18,9 % en los inmunizados con M65-
LACK y 23,6 % en el caso de los ratones inmunizados con M101-LACK), poblaciones de 
células dobles productoras de citoquinas, dónde las más representadas eran las que secre-
taban TNFa/IL-2 (aproximadamente el 30 % de las poblaciones estimuladas en los animales 
inmunizados con los tres virus) y por células simples productoras de TNFa, que alcanzaron 
el 50 % de la respuesta total T CD4+. El mismo patrón fue observado cuando los esplenocitos 
fueron reestimulados con el péptido CD4+ LACK157-173 (Figura 20D).
Como observamos con anterioridad, la presentación del antígeno LACK por parte de célu-
las presentadoras A20 nucleofectadas con el plásmido pCIneo-LACK fue más eficiente, detec-
tándose una magnitud superior de células T CD8+ a la obtenida con esplenocitos reestimula-
dos directamente con la proteína y de una mayor polifuncionalidad. Como puede observarse 
en la Figura 21, la población más representada fueron células T CD8+ simples productoras de 
TNFa (alrededor del 50 % de la población de células T CD8+ antígeno-específicas).
Figura 21. Caracterización de la respuesta inmunologica celular de memoria en esplenocitos 
estimulados con células A20 nucleofectadas con el plásmido pCIneo-LACK. Entre la población de 
linfocitos, las células T CD8+ fueron seleccionadas y la producción de IFNγ, TNFa e IL-2 fue analizada. Los 
porcentajes de células T secretoras de citoquinas del grupo inmunizado con el virus parental fueron sustraídos 
antes de la representación. Las diferentes combinaciones de citoquinas se indican en el eje x, mientras que 
los porcentajes de células T productoras de citoquinas se indican en el eje y. Los círculos muestran el perfil 
polifuncional de la respuesta, medida como la cantidad relativa de células productoras de una, dos o tres 
citoquinas simultáneamente. (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
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También caracterizamos en esta etapa de la respuesta inmunológica la capacidad citotó-
xica de los linfocitos T antígeno-específicos. Como se observa en la Figura 22, la actividad 
citotóxica se ejerce en su mayoría por células dobles positivas IFNγ/TNFa, dato que concuer-
da con lo observado en las poblaciones estimuladas en la respuesta adaptativa.
A continuación, decidimos caracterizar el fenotipo de las células T de memoria utili-
zando los marcadores CD62L y CD44, que nos permiten diferenciar entre células T efec-
toras (CD62L+ CD44-), células T centrales de memoria (CD62L+ CD44+) y células T naïve 
(CD62L- CD44+).
En los distintos grupos estudiados observamos que los linfocitos T LACK específicos, tanto 
las poblaciones T CD4+ como T CD8+ eran fundamentalmente efectoras. Dichos marcadores 
no permiten discriminar si dichas poblaciones efectoras son simplemente linfocitos efecto-
res o linfocitos de memoria efectores, así que decidimos utilizar los marcadores CD62L y 
CD127, que nos permiten diferenciar entre células efectoras (CD62L-CD127-) y células efec-
toras de memoria (CD62L-CD127+).
Figura 22. Caracterización de la capacidad citotóxica de las células T CD8+ de memoria en es-
plenocitos estimulados con células A20 nucleofectadas con el plásmido pCIneo-LACK. Entre la 
población de linfocitos, las células T CD8+ fueron seleccionadas y la producción de CD107a, IFNγ y TNFa fue 
analizada. Los porcentajes de células T secretoras de citoquinas del grupo inmunizado con el virus parental 
fueron sustraídos antes de la representación. Las diferentes combinaciones de citoquinas se indican en el 
eje x, mientras que los porcentajes de células T productoras de citoquinas se indican en el eje y.. (* p<0.05; 
** p<0.005; *** p<0.0005).
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Como se puede observar en la Figura 23, el fenotipo de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de 
memoria era claramente efecto de memoria, o CD62L-CD127+.
Por último, decidimos evaluar la capacidad proliferativa de las distintas poblaciones de 
linfocitos, marcando los esplenocitos procedentes de animales inmunizados con el reactivo 
CFSE y estimulados con la proteína LACK durante 6 días. La capacidad proliferativa se de-
terminó como el porcentaje de células T antígeno-específicas que había perdido la marca 
del reactivo CFSE. Como se muestra en la Figura 24, se produjo una mayor proliferación de 
linfocitos T CD8+ respecto a los linfocitos T CD4+. El grupo que mostró una mayor prolife-
ración de ambas poblaciones fue el correspondiente a los esplenocitos extraídos de anima-
les inmunizados con el virus M101-LACK (28.93 % de células T CD8+ y 4.19 % de células 
T CD4+). Los esplenocitos de animales inmunizados con el virus M65-LACK mostraron una 
capacidad de proliferación más limitada con una frecuencia de células T CD8+ de 3.86 % 
y 1.23 % de células T CD4+ proliferando. En esplenocitos de animales inmunizados con el 
virus MVA-LACK el porcentaje de células T CD8+ con capacidad proliferativa fue intermedio 
(8.57 %) mientras que el de células T CD4+ fue el más bajo de entre los tres virus (0.91 %).
Tomando todos los datos en conjunto, podemos afirmar que los virus mutantes M65-
LACK y M101-LACK inducen una respuesta de memoria mediada tanto por células T CD4+ 
como por células T CD8+ con un perfil altamente polifuncional y un fenotipo efector de me-
moria con capacidad proliferativa.
Figura 23. Fenotipo de las poblaciones de células T de memoria inducidas por el protocolo de 
inmunización heterólogo. Entre la población de linfocitos, las células T CD8+ y T CD4+ fueron selecciona-
das y la producción de IFNγ, TNFa e IL-2 fue analizada. En el gráfico se muestran los porcentajes de células 
T antígeno-específicas con fenotipo de células T centrales de memoria (CD62L+CD127+) , células T efectoras 
(CD62L-CD127-) y células T efectoras de memoria (CD62L-CD127+).
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5.3. Caracterización de las poblaciones celulares inducidas 
en etapas tempranas tras el desafío con promastigotes 
metacíclicos de L. major
Para caracterizar en mayor profundidad la respuesta inmunológica generada por nuestro 
protocolo heterólogo de inmunización utilizando los mutantes M65-LACK y M101-LACK, 
decidimos estudiar el efecto de la infección experimental por el parásito sobre las poblacio-
nes celulares inducidas tras la vacunación con los distintos virus recombinantes.
Para ello, ratones BALB/c (4 animales por grupo), de 6 a 8 semanas de edad, fueron in-
munizados por ruta intradérmica (i.d) en el abdomen con 100 µg por ratón de ADN-LACK 
o ADN-vacío en 100 µl de agua para inyectables. A día 14, los ratones recibieron una dosis 
intraperitoneal (i.p) con 2x107 ufp/ratón de los virus M65-LACK, M101-LACK, MVA-LACK o 
vaccinia parental como control. Tres semanas después de recibir la dosis de virus (día 35), los 
animales fueron desafiados con 5x104 promastigotes metacíclicos de L. major. Los animales 
fueron sacrificados en dos puntos distintos: 10 días tras el desafío (día 45) –para estudiar el 
impacto incial de la infección por el parásito– y 28 días tras el desafío (día 63) –momento 
en el que los animales resuelven la infección inicial o comienzan a desarrollar úlceras cu-
táneas–.
Figura 24. Evaluación de la tasa de proliferación de poblaciones de células T de memoria indu-
cidas por el protocolo de inmunización heterólogo. Entre la población de linfocitos, las células T CD8+ 
y CD4+ fueron seleccionadas y la pérdida del marcador CFSE fue analizada. En el gráfico se muestran los 
distintos porcentajes de células T que proliferaron durante 6 días en presencia de la proteína LACK. (* p<0.05; 
** p<0.005; *** p<0.0005).
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Figura 25. Caracterización del impacto de la infección con Leishmania major sobre la respuesta 
inmunológica en animales vacunados. Análisis de la magnitud total de la respuesta T CD4+ y CD8+ en es-
plenocitos estimulados con la proteína LACK 10 días postdesafío (A, C, E) y 28 días postdesafío (B, D, F). Entre la 
población de linfocitos, las células T fueron seleccionadas y la producción de IFNγ, TNFa e IL-2 fue analizada. Los 
porcentajes de células T secretoras de citoquinas del grupo control inmunizado con el virus parental fueron sus-
traídos antes de la representación. La producción de citoquinas por parte de células T CD8+ LACK-específicas 
10 días postdesafío (C), y 28 días postdesafío (D) fue evaluada así como la producción de citoquinas por parte 
de células T CD4+ LACK-específicas 10 días postdesafío (E) o 28 días postdesafío (F). Las diferentes combina-
ciones de citoquinas se indican en el eje x, mientras que los porcentajes de células T productoras de citoquinas 
se indican en el eje y. Los círculos muestran polifuncionalidad de la respuesta, medida como la cantidad relativa 
de células productoras de una, dos o tres citoquinas simultáneamente. (* p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005).
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A 10 días postdesafío, apenas pudimos observar diferencias en la respuesta inmunológi-
ca previamente generada y analizada en el punto de respuesta inmunológica adaptativa. Se 
observó un incremento en las frecuencias de linfocitos T CD4+ específicos para la proteína 
LACK en los distintos grupos de animales inmunizados, siendo más pronunciado en los gru-
pos inmunizados con MVA-LACK y M65-LACK. Tampoco se observaron cambios en el perfil 
de respuesta, que seguía representado por células T CD8+ secretoras de IFNγ/TNFa o simples 
secretoras de IFNg y por células T CD4+ triple productoras de citoquinas (Figura 25A,C y E).
A 28 días postdesafío, sí se observaron diferencias en el patrón de células T CD4+ y CD8+ 
específicas para el antígeno LACK entre los esplenocitos de animales inmunizados con los 
distintos virus. En el grupo de los animales vacunados con el virus M65-LACK se mantuvo 
una mayor magnitud de células T CD4+ frente a CD8+, mientras que en los grupos de anima-
les vacunados con MVA-LACK y M101-LACK se observó un claro incremento de la respuesta 
T CD8+, como se ilustra en la Figura 25B.
A este tiempo también observamos una disminución de la polifuncionalidad de la res-
puesta de células T CD8+, debido a un descenso en la población de células T doble positivas 
IFNγ/TNFa y un aumento de las células T simples secretoras de IFNγ.
5.4. Caracterización de las poblaciones celulares inducidas 
en etapas tardías tras el desafío con promastigotes 
metacíclicos de L. major
Con el objetivo de entender si estos cambios en las poblaciones de células T CD4+ y 
CD8+ específicas para el antígeno LACK estaban relacionadas con la protección obtenida, 
decidimos realizar unos estudios preliminares en los animales vacunados y desafiados con 
5x104 promastigotes metacíclicos a 8 semanas postvacunación (día 67), cuya progresión de 
lesión se mostraba en la Figura 16 de la página 84 de Resultados. En dicha inmunización la 
mitad de los animales vacunados con la combinación ADN-LACK/MVA-LACK así como una 
tercera parte de los animales vacunados con la combinación ADN-LACK/M65-LACK resul-
taron completamente protegidos y no desarrollaron lesión tras la infección con el parásito.
Por esta razón, decidimos separar dichos grupos en dos categorías: «protegidos» y «no 
protegidos» y hacer una caracterización de ambas categorías como hemos hecho con los 
distintos grupos en los otros puntos de las inmunizaciones.
Inicialmente, y como se puede observar en la Figura 26, la principal diferencia entre los 
ratones protegidos y no protegidos, tanto en el caso de aquellos inmunizados con el virus 
MVA-LACK como en el caso de aquellos inmunizados con el mutante M65-LACK fue una 
relación de células antígeno-específicas T CD8+/CD4+ mayor en los animales protegidos.
Analizadas las distintas poblaciones secretoras de citoquinas, observamos que no hay un 
cambio en el patrón de células estimuladas, sino una diferencia en la magnitud y polifuncio-
nalidad de las mismas, sobre todo en el caso de los linfocitos T CD8+.
En el estudio en el que se analizó la capacidad protectiva frente a Leishmania  amazonensis 
los animales no pudieron ser separados entre «protegidos» y «no protegidos» puesto que 
sólo observamos un retraso y disminución en el tamaño de la lesión en los animales inmuni-
zados con el mutante M65-LACK.
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A pesar de ello estudiamos las poblaciones de células T CD4+ y CD8+ por si presentaran 
un patrón similar. Se observó un aumento de los linfocitos T CD8+ tanto en los grupos control 
como en el grupo inmunizado con el virus MVA-LACK, pero el balance de células  T CD4+/CD8+ 
antígeno-específicas fue similar en los grupos inmunizados con el mutante M65-LACK y 
M101-LACK aunque la progresión de la enfermedad fuera distinta. Por lo tanto podemos 
inferir de estos resultados a este punto de la inmunización que las poblaciones de células T 
CD4+ y CD8+ específicas para el antígeno LACK podrían jugar un papel fundamental en el 
control de la enfermedad, sobre todo en el desafío con L. major. Futuros experimentos con 
un mayor número de animales deberían diseñarse con el objetivo de poder concluir si dichas 
poblaciones pudieran estar involucrados en la protección observada.
Figura 26. Caracterización de las poblaciones celulares en ratones «protegidos» y «no protegidos» 
frente a la infección con Leishmania major. A. Análisis de la magnitud total de la respuesta T CD4+ y CD8+ 
en esplenocitos estimulados con la proteína LACK entre grupos de animales protegidos y no protegidos. Entre 
la población de linfocitos, las células T fueron seleccionadas y la producción de IFNγ, TNFa e IL-2 fue analizada. 
Los porcentajes de células productoras de citoquinas en el grupo control inmunizado con virus parental fueron 
sustraídos antes de la representación. La producción de citoquinas por parte de células T CD8+ LACK-especí-
ficas (B), o T CD4+ LACK-específicas (C) se representa en los distintos paneles. Las diferentes combinaciones 
de citoquinas se indican en el eje x, mientras que los porcentajes de células T productoras de citoquinas se 
indican en el eje y. Los círculos muestran la polifuncionalidad de la respuesta, medida como la cantidad relativa 


























Desde que en el año 1796 Edward Jenner introdujese la vacunación como método de 
control frente a la viruela, se han realizado grandes avances en la lucha contra diferentes 
enfermedades. A pesar de que la única enfermedad erradicada hasta el momento ha sido la 
viruela (OMS, 1980), gracias a la vacunación se ha reducido la incidencia de otras muchas 
en más del 95 %. Entre estas enfermedades cabe destacar la poliomelitis (100 %), la difteria 
(99.9 %), el sarampión (99.8 %), la rubeola (99.6 %), las paperas (995 %) y la neumonía cau-
sada por Haemophilus influenzae tipo b (99 %) (Hinman, 1999).
En 1982, poco después de que la OMS declarara erradicada la viruela, el virus va-
ccinia empezó a utilizarse como vector de expresión eucariota (Mackett et al., 1982; 
Panicali & Paoletti, 1982) y sus propiedades (capacidad para inducir respuestas inmunológi-
cas duraderas, capacidad de incorporar y expresar grandes cantidades de ADN exógeno, es-
tabilidad de su genoma y bajo coste de producción y mantenimiento), hicieron que pronto se 
reconociera a vaccinia como vector vacunal «universal» (Perkus et al., 1995). Desde entonces, 
de entre todos los vectores virales, los poxvirus han sido unos de los vectores más promete-
dores para el desarrollo de vacunas recombinantes para combatir enfermedades prevalentes.
La primera generación de vacunas contra el cáncer, SIDA y muchas otras enfermedades 
infecciosas se basaron en virus vaccinia competentes en replicación como las cepas WR, 
Wyeth, Lister, Copenhagen o Tian Tan (Perkus et al., 1995; Jacobs et al., 2009) pero debido 
a motivos de seguridad, la mayoría de los virus vaccinia utilizados en la actualidad como 
vectores vacunales no pueden replicar en humanos, como las cepas MVA o NYVAC.
A pesar de que estos vectores altamente atenuados son capaces de inducir inmunidad 
protectiva ante una gran variedad de patógenos, su limitación en replicación podría reducir 
su potencial para inducir respuestas inmunológicas similares a las obtenidas con otros virus 
que sí mantienen dicha capacidad (Abaitua et al., 2006; Karkhanis & Ross, 2007; Weyer 
et al., 2007; Dai et al., 2008).
Con el objetivo de encontrar un equilibrio entre seguridad y limitación en replicación, en 
nuestro laboratorio se han generado diferentes virus con un fenotipo intermedio.
En el presente trabajo se han caracterizado dos mutantes del virus vaccinia, M65 y M101, 
que son variantes del virus vaccinia obtenidas tras numerosas infecciones persistentes en cé-
lulas de eritroleucemia de ratón de Friend (Paez et al., 1985b). En estudios previos realizados 
en el laboratorio, estos virus presentaron un tamaño de placa reducido en comparación con 
la cepa parental así como una producción de virus disminuida en comparación con el virus 
silvestre (Gómez, 2003). Dicho fenotipo les hacía perfectos candidatos como vectores vacu-
nales intermedios que pudieran tener una competencia en replicación ligeramente limitada 
que les permitiera una expresión del antígeno heterólogo algo más extendida en el tiempo, 
pero que mostraran un fenotipo más atenuado que la cepa parental WR.
1. Caracterización de la capacidad replicativa 
y atenuación de los virus mutantes
Una de las características más importantes del virus vaccinia es su capacidad de infec-
tar un rango muy amplio de hospedadores vertebrados (Espósito, 1991). Esto se observa in 
vitro por su habilidad para replicar en múltiples líneas celulares. En condiciones de labo-
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ratorio, el virus vaccinia se crece de forma rutinaria en líneas celulares derivadas de riñón 
de primates no humanos como las líneas VERO y BSC1/BSC40 (Meseda et al., 2005; Ab-
dalrhman et al., 2006; Zhu et al., 2007), de conejo, como las RK13 (Kidokoro et al., 2005; 
Jentarra et al., 2008), o de hámster (BHK21) (Jentarra et al., 2008; Vijaysri et al., 2008).
En el presente trabajo se estudió la replicación de los mutantes en células de distinto ori-
gen, tanto aviar como murino y humano. Se analizó la capacidad de replicación en células 
embrionarias de pollo (CEF), debido a que son una de las líneas celulares autorizadas para la 
producción de vacunas, en células de ratón (3T3), al ser el ratón el modelo animal en el que 
vamos a estudiar el comportamiento in vivode los mutantes, y en células humanas (HeLa), 
puesto que el objetivo final de estos candidatos vacunales sería su uso como vectores vacu-
nales para humanos.
Como hemos visto, los dos virus mutantes M65 y M101 son capaces de replicar en las 
distintas líneas celulares aviares, murinas y humanas testadas, aunque el rendimiento viral 
obtenido tanto en forma de MV como EV se encuentra reducido en comparación con el virus 
parental WR. Esta reducción se observa mayoritariamente en las líneas celulares CEF y HELA 
y fue más patente en el mutante M101. Este resultado es esperable si tenemos en cuenta que 
ambos virus tienen un tamaño de placa reducido en comparación con la cepa parental y se 
ha descrito que tienen alteraciones en proteínas tardías implicadas en morfogénesis.
La habilidad de una cepa del VACV de crecer en determinadas líneas celulares no siem-
pre correlaciona linealmente con su virulencia local o sistémica in vivo(Verardi et al., 2001; 
Fang et al., 2005; Abdalrhman et al., 2006). Por lo tanto, tras caracterizar la replicación en 
células en cultivo y confirmar que ambas cepas replicaban en células de ratón, decidimos 
estudiar la capacidad replicativa in vivo, tras generar los virus recombinantes M65-Luc y 
M101-Luc que expresaban el gen de la luciferasa.
A pesar de las escasas diferencias observadas en ambos mutantes en la línea celular de 
ratón 3T3, amplias diferencias de replicación fueron observadas in vivo. El virus recombi-
nante M65-Luc mostró un comportamiento similar al de la cepa WR-Luc, mostrando incluso 
niveles superiores de bioluminiscencia en órganos como ovarios o bazo. El mutante M101-
Luc mostró un fenotipo más restringido, comparable al virus MVA-Luc en nódulos linfáticos 
y bazo, aunque mostró una replicación mantenida en órganos como los ovarios o en células 
de la cavidad peritoneal.
Debido a que estas diferencias en replicación podrían traducirse en diferente grado de 
atenuación in vivo, decidimos caracterizar el grado de patogenicidad producido por ambos 
mutantes tras su inoculación intranasal, que es una forma eficiente de estudiar la seguridad 
del VACV (Bloom et al., 1991). Además, la cepa Western Reserve es altamente neuropato-
génica, y replica dando títulos altos en nariz, pulmones, cerebro, ovarios y piel de distintas 
especies de ratón (Brandt et al., 2005; Jentarra et al., 2008; Vijaysri et al., 2008).
Como era esperable, la cepa M101 mostró un grado de atenuación muy superior al ob-
servado por el mutante M65, debido a que los animales no perdieron peso ni mostraron otros 
signos de enfermedad a lo largo del experimento. Cuando se estudiaron histológicamente los 
pulmones de animales infectados, apenas se encontraron proteínas virales de vaccinia ni una 
modificación del epitelio bronquiolar. Sin embargo, los animales inoculados con las distintas 
dosis del virus M65 mostraron una pronunciada pérdida de peso así como la aparición de 
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diversos signos de enfermedad. A pesar de ello, sobrevivieron al desafío y recuperaron peso 
progresivamente, suceso que no ocurrió en los animales inoculados con 2 o 3 logaritmos de 
virus menos de la cepa parental WR, que tuvieron que ser sacrificados por motivos éticos. 
Cuando se estudiaron los pulmones de animales infectados por el mutante M65 sí se obser-
varon proteínas virales a 5 días postinfección, así como otros signos de patología como son 
la presencia de hemorragias intersticiales o la modificación del epitelio. Dichos síntomas 
fueron de una gravedad superior en los animales infectados con la cepa WR.
A pesar de que los animales infectados con el virus M65 desarrollaran síntomas de en-
fermedad, hay que tener en cuenta que fueron inoculados con el equivalente a 100 o 1000 
dosis letales de virus vaccinia y sobrevivieron al desafío, por lo tanto presenta un grado de 
atenuación importante en comparación con la cepa parental.
Otra observación relevante del experimento de patogénesis fue la obtenida al desafiar a 
los animales inoculados con las distintas dosis de los virus mutantes con 100 dosis letales de 
la cepa WR. En ambos casos no se observaron ni signos de enfermedad ni pérdida de peso, 
concluyendo que la inmunización con ambos virus es capaz de conferir inmunidad frente a 
un desafío letal con VACV.
2. Caracterización del genoma de los virus mutantes
El genoma del virus vaccinia contiene una región central estable compuesta por genes in-
volucrados en procesos de replicación, transcripción y morfogénesis y dos flancos compues-
tos fundamentalmente por genes involucrados en interacción virus/hospedador y respuesta 
inmunológica, cuya estabilidad genética se ve más comprometida.
En el presente trabajo, decidimos estudiar los genomas completos de los virus mutantes 
con el objetivo de conocer en qué medida los pases a los que fueron sometidos en células en 
cultivo habían alterado su genoma y también para intentar inferir el fenotipo que observamos 
en ambos virus a partir de la información obtenida de su genotipo.
Ambos virus compartían una deleción en el extremo izquierdo del genoma que com-
prende en su mayoría genes de rango de hospedador así como genes inmuno-moduladores. 
Como vimos en la Figura 13 (página 74), la aparición de deleciones en el flanco izquierdo 
del genoma es un fenómeno común en varias cepas del virus vaccinia que se utilizan como 
vectores vacunales. Ejemplos de ello son la cepa Dairen I (obtenida tras 13 pases en huevos 
de un día de «edad» (Tagaya et al., 1961) o MVA (generada tras más de 500 pases en células 
CEF (Meyer et al., 1991)) que acumulan amplias deleciones en dicho extremo del genoma 
(de C9L a K5L en el caso de Dairen I y de C16L a C23L, de C8L a K1L y el gen K6L en el caso 
de MVA. Otra de las cepas vacunales que contiene deleciones en el flanco izquierdo del 
genoma es la cepa NYVAC (obtenida por la deleción dirigida de 18 genes a partir de la cepa 
Copenhagen del virus vaccinia) que carece de la zona comprendida entre C7L y K1L.
La principal diferencia entre las tres cepas mencionadas y los mutantes M65 y M101 es 
que los virus mutantes mantienen intactos los genes N1L, N2L, M1L, M2L y K1L que están 
delecionados en MVA, NYVAC y Dairen I. Dicha región en concreto se eliminó del genoma 
de la cepa Tian Tan para aumentar la atenuación haciendo que la misma mostrara una ca-
pacidad replicativa disminuida en líneas celulares de humano y de conejo (Esteban, 2009).
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Si comparamos los dos virus mutantes, la mayor diferencia se encuentra en una pequeña 
deleción en el brazo derecho del genoma del virus M101 que no está presente en el virus 
M65. Dicha deleción cubre los genes A39R, A40R y WR208. La ausencia de A39R no es 
relevante, debido a que es un gen que está truncado en la cepa parental WR, y, por lo tanto, 
también está truncado en M65, pero los otros dos genes, A40R y WR208, sí podrían tener un 
efecto debido a que son genes de interacción con la célula hospedadora.
Parte de las diferencias fenotípicas podrían explicarse en función del número de mutacio-
nes presentes en ambos genomas. El virus M101 acumula un número mayor de mutaciones 
de cambio de sentido, particularmente en genes involucrados en la entrada del virus, morfo-
génesis y tamaño de placa, aunque ninguna de las mutaciones identificadas están descritas 
en la literatura como claves para la función de ninguno de sus genes.
3. Los virus M65-LACK y M101-LACK como candidatos 
vacunales frente a la leishmaniasis
Para evaluar el potencial de los virus M65 y M101 como vectores vacunales, se generaron 
los virus recombinantes M65-LACK y M101-LACK con el objetivo de comparar la protección 
conferida con la obtenida con el virus no replicativo MVA-LACK, caracterizado previamente 
en el laboratorio y que ha otorgado protección frente a la leishmaniasis cutánea en los mo-
delos murino y canino.
Estudios previos sugieren que puesto que Leishmania major mantiene una marcada per-
sistencia en sus células hospedadoras (Sacks & Sher, 2002) y con ella una fuente constante de 
antígeno que podría requerirse para mantener una frecuencia alta de células polifuncionales 
efectoras. El requerimiento persistente de antígeno es un factor limitante para la mayoría de 
las vacunas no vivas (Uzonna et al., 2001; Belkaid et al., 2002a) que podría resultar en una 
cantidad insuficiente de células efectoras (Darrah et al., 2007). A pesar de que la persistencia 
de los virus mutantes M65 y M101 no es comparable a la infección por el parásito in vivo, 
podría representar una buena alternativa. De hecho estudios previos con el antígeno LACK 
demostraron que la duración de la inmunidad frente a L. major conferida por la proteína 
LACK administrada como proteína recombinante era inferior a la obtenida con la vacunación 
con plásmidos que contenían la proteína LACK, debido a que con estos últimos la persisten-
cia del antígeno era mayor (Gurunathan et al., 1997).
Entre los protocolos de inmunización más eficaces a la hora de conferir una respuesta 
inmunológica celular se encuentra la inmunización heteróloga (Ramshaw & Ramsay, 2000). 
En ella la utilización combinada de vectores virales permiten la expresión del antígeno re-
combinante de forma intracelular, lo que resulta en la presentación antigénica vía MHC 
clase I, con la consiguiente inducción de células T CD8+.
Estudios anteriores en el laboratorio habían optimizado un protocolo de vacunación he-
terólogo que consistía en una dosis de ADN-LACK seguido de una segunda inmunización 
con el virus vaccinia recombinante dos semanas después, así que decidimos mantener el 
mismo protocolo con los virus mutantes. Los protocolos de inmunización basados en una 
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primera dosis de ADN seguido de una segunda dosis con un poxvirus recombinante son 
capaces de inducir una fuerte respuesta celular y altos niveles de protección en numerosos 
modelos animales e incluso en humanos (McConkey et al., 2003; Sedegah et al., 2003; Gó-
mez et al., 2004; Vuola et al., 2005). La eficacia del empleo de los poxvirus en el booster en 
la inducción de una respuesta inmune específica está ampliamente demostrada y en muchos 
casos correlaciona con protección (Zavala et al., 2001). Previamente en nuestro laboratorio 
se había demostrado la inducción de protección parcial frente a la leishmaniasis cutánea 
en el modelo murino (Gonzalo et al., 2002) y frente a la leishmaniasis visceral en perro, 
empleando una primera dosis de ADN-LACK y una segunda dosis con un virus vaccinia 
recombinante que expresaba la misma proteína (Ramiro et al., 2003). Resultados similares 
se han obtenido utilizando otros antígenos de leishmania en protocolos heterólogos de este 
tipo (Carson et al., 2009).
Además, estudios previos en el laboratorio en los que se comparaba la eficiencia de la 
inmunización con ADN-LACK con respecto a la inmunización combinada ADN-LACK/WR-
LACK demostraron que esta última era más efectiva en la protección frente a la infección por 
L. major (Gonzalo et al., 2002).
Con estos antecedentes establecimos como protocolo de inmunización para la com-
paración de los virus mutantes el protocolo heterólogo consistente en la inoculación de 
ADN-LACK seguida, dos semanas después, una dosis de 2x107 ufp/ratón de vaccinia. Para el 
desafío seleccionamos inicialmente la dosis de 5x104 promastigotes metacíclicos de L. major.
Como se observa en la Figura 15 (página 84) –representativa de los estudios de pro-
tección en los que el desafío fue tres semanas posterior a la inmunización con los distintos 
virus vaccinia recombinantes– los mayores niveles de protección se observaron en los rato-
nes inmunizados con la combinación DNA-LACK/M101-LACK (similar a la obtenida con los 
que recibieron ADN-LACK/MVA-LACK) respecto a los ratones que fueron inmunizados con 
la combinación ADN-LACK/M65-LACK.
Debido a que el virus que mayor competencia en replicación poseía era el que menor 
protección otorgaba, hipotetizamos que posiblemente el problema podía residir en la proxi-
midad temporal entre la dosis de virus y la infección con leishmania. Posiblemente en el 
caso del virus M65, capaz de replicar en distintos órganos durante un mayor período de 
tiempo, es posible que el sistema inmunológico no se reponga de la infección de la misma 
manera que en el caso del M101 o MVA. Aun así, en el pasado se observó protección con al 
protocolo ADN-LACK/WR-LACK siguiendo un protocolo similar, aunque con ciertas diferen-
cias; la primera es que la dosis de virus era la mitad (1x107 ufp/ratón) y en segundo lugar que 
la dosis del parásito era 5x104 promastigotes estacionarios y no metacíclicos. Es decir, no se 
purificaron para inocular solo los infectivos. A pesar de que no se muestra en los resultados 
de la presente tesis, los virus mutantes se utilizaron en una sola inmunización en la que se 
desafiaron con promastigotes estacionarios (105 promastigotes/ratón) y solo el M65-LACK 
confirió cierta protección.
Por lo tanto decidimos espaciar temporalmente ambas inoculaciones, hecho que además 
ofrecía algunas ventajas, como hacer coincidir en el tiempo los estudios de memoria inmu-
nológica con el desafío, obteniendo así información precisa del escenario inmunológico que 
aguardaba al parásito, el día del desafío.
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Cuando los animales fueron desafiados con 5x104 promastigotes metacíclicos 8 semanas 
tras la inmunización con los distintos virus recombinantes (día 67), se observaron mayores ni-
veles de protección en los ratones inmunizados con la combinación ADN-LACK/M65-LACK 
(similar a la obtenida con los que recibieron ADN-LACK/MVA-LACK) respecto a los inmu-
nizados con la combinación ADN-LACK/M101-LACK que no mostraban diferencias con los 
controles de inmunización.
Por último decidimos evaluar la protección frente a otro modelo de leishmaniasis cutánea 
que no fuera el causado por L. major, como es el de L. amazonensis.
Hasta la fecha ningún protocolo de vacunación con el antígeno LACK había conferi-
do protección frente a la leishmaniasis americana causada por L. amazonensis (Coelho 
et al., 2003), por lo que decidimos ensayar los virus mutantes MVA-LACK, M65-LACK y 
M101-LACK en el mismo protocolo de vacunación heterólogo desafiando a los animales 8 
semanas después de la inmunización con los distintos virus. Como se puede observar en la 
Figura 17 (página 85), los únicos animales que mostraron cierto retardo en el desarrollo de 
las lesiones, así como una disminución en el tamaño de las mismas fueron los inmunizados 
con la combinación ADN-LACK/M65-LACK.
Puesto que el virus MVA-LACK confería protección en los distintos tiempos a los que 
realizamos el desafío, la competencia en replicación no era un parámetro que per se pudiera 
explicar la diferencia en los grados de protección obtenidos. Como demostraron original-
mente Morgan y colaboradores (Morgan et al., 1988) el background genético puede influen-
ciar la eficacia en inducir protección, al no conseguir proteger monos tití (Saguinus Odei-
pus) con recombinantes basados en la cepa Wyeth y sí con los basados en la cepa WR del 
VACV. Habría que tener en cuenta, entonces, que las propiedades inmunogénicas del vector 
MVA, debido a la ausencia en su genoma de una gran cantidad de inmunomoduladores en 
comparación con los virus mutantes, podrían ser potencialmente distintas. Sin embargo, los 
mutantes M65 y M101 que son más similares genéticamente en cuanto a genes inmuno-
moduladores se refiere (solo el M101 tiene dos genes delecionados diferencialmente con 
M65: A40R y WR208), difieren principalmente en su capacidad replicativa, que puede reper-
cutir en una inmunogenicidad diferencial que pudiera explicar las diferencias en protección. 
Por lo tanto, decidimos estudiar las poblaciones celulares implicadas en la inmunización 
con los distintos protocolos con el fin de estudiar las posibles respuestas inmunológicas 
inducidas por los distintos virus recombinantes en el protocolo de vacunación heterólogo.
4. Los virus mutantes M65 y M101 estimulan 
preferentemente distintas poblaciones celulares
Las distintas poblaciones de células T tienen un papel clave en la protección frente a un 
amplio rango de patógenos. En particular, los linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, desem-
peñan un rol central en el control del desarrollo de varias enfermedades. En el caso de la 
leishmaniasis, varios estudios se han realizado para diseccionar el papel de dichas células en 
la infección natural por el parásito (Faria et al., 2009; Nateghi Rostami et al., 2010; Xin et al., 
2011 Keesen et al., 2011; Khamesipour et al., 2012;), en profilaxis (Darrah et al., 2007; Ra-




Por lo tanto, era de sumo interés estudiar dichas poblaciones en nuestro protocolo de 
inmunización heterólogo y evaluar el impacto de los distintos virus en las mismas. Para ello, 
decidimos estudiar la respuesta inmunológica adaptativa, así como la respuesta a distintos 
tiempos tempranos postdesafío, la respuesta de memoria y finalmente la respuesta a tiempos 
tardíos postinfección.
Como se observa en la sección de Resultados, en los distintos puntos estudiados, las dis-
tintas poblaciones LACK-específicas estimuladas por los distintos virus eran similares.
La respuesta de linfocitos T CD8+ se vio representada por un elevado porcentaje de células 
que secretaban conjuntamente IFNγ y TNFa así como células simples secretoras para IFNγ o 
TNFa. Estas células podrían jugar un papel fundamental en el control de la patología puesto que 
ambas citoquinas tienen un efecto sinérgico para combatir la leishmaniasis (Bogdan et al., 1990; 
Liew et al., 1990) debido a la inducción de NO (Pingel et al., 1999; Cote-Sierra et al., 2002). Ade-
más, la alta frecuencia de células productoras de TNFa se ha visto que correlaciona con protec-
ción (Liew et al., 1991; Cote-Sierra et al., 2002) debido presumiblemente a la estimulación que 
ejerce sobre la capacidad microbicida de los macrófagos (Green et al., 1990). Estas células doble 
productoras además adquieren un papel fundamental, ya que como observamos al incluir el 
marcador indirecto de degranulación CD107, las poblaciones doble secretoras IFNγ/TNFa son 
altamente citotóxicas, pudiendo tener un papel crucial en la eliminación de células infectadas.
Otra observación común en todos los grupos inmunizados es que la infección con el 
parásito provoca una reducción progresiva de la polifuncionalidad de las células CD8+ con-
forme progresa la infección. Estos cambios de poblaciones dentro de los linfocitos CD8+ 
podrían tener profundas implicaciones en su función efectora o en su establecimiento como 
células de memoria (Darrah et al., 2007).
La única diferencia que observamos en entre los grupos inmunizados con los distin-
tos virus reside en la magnitud de la respuesta de las distintas poblaciones de linfoci-
tos T CD8+ LACK-específicos. En los animales inmunizados con los virus MVA-LACK y 
M101-LACK, especialmente con el virus M101-LACK, la magnitud de esta población es 
mayor cuando estudiamos la respuesta inmunológica adaptativa, cuando estudiamos la res-
puesta de memoria, así como a distintos puntos postinfección con el parásito. A diferencia de 
los dos grupos anteriores, los animales inmunizados con el virus M65-LACK indujeron una 
proporción más reducida de linfocitos CD8+ LACK-específicos.
Cuando estudiamos la respuesta de células T CD4+ vimos que esta es altamente poli-
funcional en los distintos puntos estudiados y está representada por un alto porcentaje de 
células T CD4+ secretoras de las tres citoquinas estudiadas, IFNγ, TNFa e IL-2, diferentes 
poblaciones de dobles positivas y también células secretoras de una única citoquina, funda-
mentalmente TNFa o IFNγ.
De nuevo, como observamos en el caso de los linfocitos T CD8+ LACK-específicos, las 
únicas diferencias que encontramos entre los virus radican en la magnitud de la respuesta. A 
pesar de que en la respuesta inmunológica adaptativa observamos una amplia respuesta CD4+ 
LACK-específica en el caso de animales inmunizados con el recombinante M101-LACK, dicha 
respuesta es claramente superior en el resto de los puntos estudiados –sobre todo en memo-
ria– por parte del mutante M65-LACK, siendo la más baja la inducida por el virus MVA-LACK. 
Además, esta diferencia se hace más patente si estudiamos la respuesta inducida frente al 
péptido T CD4+ LACK157-173, un péptido altamente relevante en la inmunopatología de la leis-
hmaniasis (Launois et al., 1997; Reiner et al., 1998; Pingel et al., 1999; Launois et al., 2007). 
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Esta mayor magnitud de respuesta de linfocitos T CD4+ podría explicarse por la mayor com-
petencia en replicación del virus M65, ya que como describían Obst y cols. el desarrollo 
de una respuesta T CD4+ requiere una mayor persistencia de antígeno (Obst et al., 2005).
Además de los cambios en magnitud total, la diferencia más significativa cuando separa-
mos animales protegidos y animales no protegidos en la inmunización en la que desafiamos 
a los animales con L. major, ha sido observar que la relación de células T CD4+/CD8+ de 
linfocitos LACK-específicos era marcadamente diferente en los distintos grupos. Los animales 
protegidos mantenían una relación de células T CD4+/CD8+ alta, mientras que los animales 
no protegidos tenían una relación de células T CD4+/CD8+ baja, debido a un aumento en la 
magnitud de la respuesta T CD8+. Así como vimos una disminución en la polifuncionalidad 
de la respuesta T CD8+ conforme la infección avanzaba, también se puede observar en los 
animales inmunizados una disminución en el ratio CD4+/CD8+, salvo en los animales inmu-
nizados con el M65-LACK.
El aumento de linfocitos T CD8+ en individuos infectados es algo que se ha observado 
en la progresión de lesiones en individuos infectados con L. major (Da-Cruz et al., 1994; 
Gaafar et al., 1999; Da-Cruz et al., 2002; Da-Cruz et al., 2005) circunstancia que involucra 
a estas células en el desarrollo de la enfermedad y potencialmente en su cura. Está descrito 
que el papel de los linfocitos en la resolución de las infecciones puede ser secundario, ya 
que su ausencia es dispensable para la resolución de lesiones (Erb et al., 1996; Stebut, 2007). 
Aun así, varios grupos han demostrado su requerimiento en el modelo de ratón BALB/c 
(Muller et al., 1991; Uzonna et al., 2004a) y en C57BL6 utilizando dosis bajas de parásito 
(Belkaid et al., 2002b). En humanos, altos niveles de linfocitos T CD8+ LmaCIN (Leishmania 
amastigote clase I antígeno)-específicos se obtuvieron de PMBC de pacientes que curaron la 
leishmaniasis producida por L. major (Farajnia et al., 2005).
En cuanto al papel de los linfocitos T CD4+, múltiples son los estudios científicos que 
relacionan las poblaciones de células T CD4+ secretoras de las citoquinas Th1 IFNγ, TNFa 
o IL-2 con protección frente a la leishmaniasis, tanto en estudios de distintas formulaciones 
vacunales (Coler et al., 2007; Darrah et al., 2007; Kedzierska et al., 2012), como en pacien-
tes humanos que han resuelto la enfermedad (Macedo et al., 2012).
Existen sin embargo múltiples parámetros que podrían estar influenciando los distintos 
grados de protección conferidos por los distintos virus mutantes que no se han estudiado 
en la presente tesis. Estudios recientes de vacunas basadas en adenovirus demuestran que 
la diferencia entre protección y susceptibilidad obtenidas por inoculación con dosis bajas o 
elevadas de virus, reside en una susceptibilidad ligada a la producción de IL-10 por parte de 
los linfocitos T CD4+ inducidos por dosis altas de virus (Darrah et al., 2010). La mayor o me-
nor competencia en replicación también podría jugar un papel similar a la del efecto dosis, 
por lo que la IL-10 es objetivo de futuros estudios.
Además existen otras poblaciones celulares que podrían estar implicadas, como son 
las células T reguladoras, que juegan un papel crucial en la infección por leishmania 
(Belkaid et al., 2002a; Belkaid & Rouse, 2005).
Todos estos resultados en su conjunto muestran que los virus mutantes M65 y M101 
poseen diferencias inmunogénicas, siendo el M65 un mejor inductor de respuestas T CD4+ 
mientras que el virus M101 induce una potente respuesta T CD8+.
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Similar a WR. Niveles altos de luciferasa 
a 72 horas en ovarios y células de la 
cavidad peritoneal
Similar a MVA. Niveles detectables en 









Patente tanto en los animales desafiados 
con 107 ó 108 ufp/ratón
No se ha observado pérdida de peso ni 
en los animales desafiados con 107 ufp/
ratón o 108 ufp/ratón
Signos de  
enfermedad 
Pelo erizado, movilidad reducida y 
encorvamiento
No se observaron signos de enfermedad
Histopatología
Extravasación y acumulación 
leucocitarias. Inflamación severa del 
epitelio. Presencia de proteínas virales 
en las zonas afectadas
Presencia de acumulaciones 
leucocitarias. Modificación del epitelio 





as Deleciones Deleción flanco izquierdo del genoma
Deleción flanco izquierdo del genoma + 
A39R-A40R-WR208 en el flanco derecho
Mutaciones
59 genes contienen mutaciones de 
cambio de aminoácido.
61 genes contienen mutaciones de 
cambio de aminoácido. Mayor número 














Desafío 3 semanas 
postbooster  
(Día 35)
No se observa protección frente a  
L. major.
Protección frente a L. major
Desafío 8 semanas 
postbooster  
(Día 67)
Protección frente a L. major y 
disminución en el tamaño de la lesión 
frente a L. amazonensis
No se observa protección frente a  


















Baja magnitud y alta polifuncionalidad de 
linfocitos T CD4+ y CD8+  
LACK-específicos
Alta magnitud y alta polifuncionalidad de 




La respuesta de memoria frente al 
antígeno LACK está mayoritariamente 
representada por células  
T CD4+ polifuncionales
La respuesta de memoria frente al 
antígeno LACK está mayoritariamente 




Tanto a 10 días como a 28 días 
postinfección el balance CD4+/
CD8+ muestra una respuesta T CD4+ 
mayoritaria frente al antígeno LACK
Tanto a 10 días como a 28 días 
postinfección el balance CD4+/
CD8+ muestra una respuesta T CD8+ 
mayoritaria frente al antígeno LACK
Respuesta celular 
protección
El balance de celulas T CD4+/CD8+ 
muestra una respuesta T  CD4+ 
mayoritaria frente al antígeno LACK 
en animales protegidos y CD8+ en no 
protegidos frente a L.major
El balance CD4+/CD8+ muestra una 
respuesta T CD8+ mayoritaria frente al 
antígeno LACK
Tabla 6. Diferencias entre los mutantes M65 y M101.
Discusión
110
5. Futura Aplicación de los virus M65 y M101
Cuando se caracteriza y estudia las propiedades de distintos virus como vectores vacu-
nales hay que tener en cuenta su posible aplicación futura en clínica. En este sentido, los 
virus mutantes M65 y M101 han mostrado distintas propiedades que los hace interesantes 
candidatos vacunales así como características que podrían optimizarse.
En el laboratorio hemos observado que, aunque casi todas las cepas del virus vaccinia 
utilizadas con distintos antígenos heterólogos producen una estimulación similar de pobla-
ciones de linfocitos T CD8+ y T CD4+, entre ellos hay pequeñas diferencias en la magnitud 
de la respuesta que podrían marcar la diferencia entre eficiencia y fracaso de una vacuna, 
en función de las necesidades de un modelo de patología en concreto. Dentro de esta res-
puesta general de vaccinia, el virus M65 se desmarca del resto de los virus utilizados en una 
inducción superior de linfocitos T CD4+, ligada seguramente a una mayor persistencia de 
antígeno debida a su mayor replicación (Obst et al., 2005). Del mismo modo el virus M101 
induce preferentemente linfocitos T CD8+. Esta peculiaridad en la inducción diferencial de 
poblaciones es una de sus grandes ventajas cuando se comparan con otros cepas de poxvirus 
que tienen un perfil intermedio en la estimulación de estas poblaciones celulares.
Además, la competencia en replicación de ambos vectores añadida a sus propiedades 
inmunológicas podría hacerles excelentes vectores oncolíticos en la lucha contra distintos 
tipos de cáncer, dada la eficiencia demostrada de distintas cepas de poxvirus como agentes 
oncolíticos y vacunas contra el cáncer (Guse et al., 2011).
Sin embargo, la competencia en replicación mostrada por el M65 también ha demostra-
do un posible riesgo que debe ser estudiado en mayor profundidad, pero que presenta una 
optimización sencilla: la deleción selectiva de genes descritos que producen atenuación del 
vector (Kibler et al., 2011).
El M101 podría presentar una posible desventaja y es que estudios previos demuestran 
que el virus es más lábil que otras cepas como MVA, M65 o WR. Aun así, hemos observado 
en el laboratorio que se pueden optimizar las condiciones de purificación del virus para 
obtener títulos suficientes y similares a otras cepas modificando las condiciones y los proto-
colos de purificación.
Por lo tanto y en su conjunto nuestros resultados muestran dos nuevos vectores con 

































1. Los virus mutantes M65 y M101 son capaces de replicar en las líneas celulares CEF, 3T3 
y HeLa, aunque su crecimiento está ligeramente disminuído en comparación con su cepa 
parental.
2. Los virus mutantes M65 y M101 muestran una capacidad replicativa diferencial in vivo. 
El virus recombinante M65-Luc mostró niveles de replicación similares a los del virus pa-
rental WR-Luc, mientras que el virus M101-Luc mostró niveles reducidos de replicación 
similares a la cepa MVA-Luc, salvo en ovarios y células del peritoneo.
3. Los virus mutantes M65 y M101 muestran una reducción en la patogénesis en compa-
ración con el virus parental, aunque difieren en el nivel de atenuación. Los animales 
inoculados con el virus M65 mostraron diversos signos de enfermedad y una pérdida de 
peso acusada, aunque resolvieron la infección; mientras que los animales inoculados con 
el virus M101 no perdieron peso ni mostraron signo de enfermedad alguno.
4. La infección por parte de ambos virus es capaz de generar inmunidad frente a un desafío 
con el virus vaccinia WR.
5. Los virus mutantes muestra una deleción compartida en el flanco izquierdo del genoma 
y una deleción exclusiva de la cepa M101 en el flanco derecho del genoma. Ambos virus 
acumulan un notable número de mutaciones en genes involucrados en entrada y morfo-
génesis, acumulando un mayor número el mutante M101.
6. Los virus M65 y M101 recombinantes para el antígeno LACK son capaces de ofrecer dis-
tintos grados de protección frente a la leishmaniasis cutánea causada por L. major, admi-
nistrados en un protocolo de vacunación heterólogo ADN/Poxvirus. El virus M101-LACK 
confirió una disminución del 42 % en el tamaño de la lesión cuando se desafió con los 
parásitos a tiempos tempranos postvacunación, mientras que el virus M65-LACK única-
mente protegió cuando el desafío con el parásito se administró a los tiempos a los que se 
estudia la memoria inmunológica. En dicho caso indujo una disminución del tamaño de 
la lesión del 59 %.
7. El virus M65-LACK es capaz de provocar una disminución del tamaño de las lesiones 
de un 45 % así como un retraso en su formación en el modelo de leishmaniasis cutánea 
causada por la cepa L. amazonensis.
8. Los virus mutantes M65-LACK y M101-LACK impactan en las mismas poblaciones celula-
res de linfocitos T CD4+ y CD8+ si bien inducen una magnitud diferencial de las mismas, 
estimulando el virus M65 preferencialmente los linfocitos T CD4+ y el M101 los T CD8+.
9. El estudio de poblaciones entre animales protegidos y no protegidos sugiere una posible 
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